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Polarität spielt für den Podozyten eine entscheidende Rolle, da er massiv von seiner großen 
apikalen Domäne geprägt wird. PATJ steht in enger Verbindung mit gerichteten Prozessen wie 
einem apikalen trafficking. Dieser Sortierungsmechanismus entscheidet, inwiefern es zu einem 
Recycling, einer Weiterleitung oder Abfuhr von Transmembranbestandteilen kommt. Hier zeigt 
sich eine Verbindung zum endosomalen-lysosomalen System, dass in diesem Zusammenhang 
eine Verteilerrolle übernimmt. 
Aufgrund seiner Regulator-Funktion mit Formierung, Fusionierung und Abspaltung endosomaler 
Vesikel ist Vac14 hierbei von großem Interesse. PATJ stellt als Multidomänen-Protein eine 
Plattform für Verknüpfungen bereit. Eine Verbindung der Proteine sollte untersucht werden. Im 
Vorfeld durchgeführte Interaktionsprüfungen konnten nun anhand von Immunfluoreszenzstu-
dien an transduzierten Podozyten bestätigt werden. Im Doppel-Transduktionsansatz zeigte sich 
ein massiver Vakuolisierungsphänotyp. Kontrollprüfungen ergaben dabei keine Beinflussung 
dieses Effektes durch PATJ, somit kann eine Wirkung downstream von Vac14 angenommen 
werden. Wichtig war aber zunächst, dass PATJ eine Verbindung zu Vac14 eingeht.  
Die Rolle von Vac14 bei zellulären Prozessen und Vakuolenbildung sollte nun anhand von 
Vac14wt und den generierten Mutations-Zelllinien Vac14 L156R und Vac14∆505 untersucht 
werden. Vac14 L156R und Vac14wt zeigen Vakuolen, die sich optisch nicht unterscheiden las-
sen. Vac14∆505 zeigt keine signifikant vermehrten Vakuolen. 
Durch den Vergleich der Vac14-Varianten konnte der Vakuolenphänotyp auf die C-terminalen 
Aminosäuren 505-782 eingegrenzt werden. Erste Untersuchungen des funktionellen Aspektes 
ergaben nun, dass sich die Vakuolen auf das Zytoskelett auswirkten und negative Effekte bei 
Migration bzw. Wieder-Besiedlung spielten. Zudem wurden Effekte  bezüglich der Quantität von 
Proteinen aufgetan, die im Zusammenhang mit Endosomen und Lysosomen sowie Autopha-
gozytose stehen. Ergänzt durch Untersuchungen von interzellulären sauren Kompartimenten 
konnte eine Zuordnung der Vakuolen zu späten Endosomen/Lysosomen und Autophagosomen 
hergestellt werden. Klinisch interessant sind diesbezüglich Vakuolisierungen in Spätstadien von 
glomerulären Erkrankungen. Sortierungs- und Trafficking-Prozesse stellen ein interessantes 
Feld in diesem Bezug dar, bei dem Vac14 und PATJ als Schnittstellen agieren könnten. 
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1 Einleitung 
1.1 Allgemeine Einführung zur Niere und den Podozyten 
Die Niere stellt bereits seit vielen hundert Jahren einen umfassenden Forschungsge-
genstand dar. Bereits im 2. Jahrhundert erwähnte der griechische Arzt und Anatom 
Galenos von Pergamon in seinem Werk „ De usu partium“ die Funktion der Urinproduk-
tion der Niere. Wegweisende Erkenntnisse bezüglich der Struktur der Niere folgten u.a. 
durch den italienischen Arzt Bartolomeo Eustachi im 16. Jh. und in der Folge durch 
zahlreiche weitere Forscher. Marcello Malpighi beschrieb im 17. Jh. die Nierenkörper-
chen, auch Malpighi-Körperchen genannt, und gilt als Begründer der mikroskopischen 
Anatomie (68;69). Die heutige Forschung ermöglicht u.a. mittels Elektronenmikrosko-
pie, molekularbiologischer und biochemischer Methodik eine Betrachtung im ganz 
Kleinen. Diese Untersuchungen zeigten in den letzten Jahrzehnten u.a. wichtige Zu-
sammenhänge und Protein-Strukturen, die wichtige Erkenntnisse zum Verständnis von 
Nierenfunktionen und Pathologien erbrachten (u.a. (28;81;82)). 
 
Die Niere liegt als paariges Organ beim Menschen vor. Ihre Aufgabe besteht in der 
Erfüllung von drei Hauptfunktionen: 
- Die Niere übernimmt Ausscheidungsfunktion, sodass potentiell toxische Substanzen 
aus dem Körper entfernt werden, die durch Nahrungsaufnahme, durch Medikamenten-
zufuhr oder auch durch Bildung von Metaboliten im Körper vorliegen. 
- Durch die renale Homöostaseleistung wird das innere Milieu des Körpers in Balance 
gehalten. In diesem Zusammenhang ist die Regulation von Wassergehalt und der Io-
nenkonzentrationen (Natrium, Kalium, Wasserstoff sowie Kalzium, Phosphat, Bikarbo-
nat und Chlorid) wichtig. Hierdurch wird der Säure-Basen-Haushalt kontrolliert und re-
guliert. Ebenso wird der Blutdruck im Zusammenspiel mit vasoaktiven Substanzen ge-
steuert.   
- Die humoralen Aufgaben der Niere liegen in der Produktion von Renin, aktivem Vita-
min D3 (1,25 Dihydroxyvitamin D), Erythropoetin, Prostaglandinen und Kininen (5). 
 
Des Weiteren ist die Niere maßgeblich an der Glukoneogenese beteiligt (33). Die Dys-
funktion dieser exkretorischen, endokrinen und metabolischen Funktionen, kann zu 
schweren Störungen bis hin zum Tod führen. 
Ihre Filtrationsfunktion erfüllt die Niere über die kleinste funktionelle Einheit, das Ne-
phron. Der Mensch besitzt ca. 1 Million Nephrone pro Niere. Diese sind aufgebaut aus 
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dem Corpusculum renale und den angeschlossenen Tubulusabschnitten. Das  Cor-
pusculum besteht aus dem kapillären Gefäßknäuel, dem Glomerulus, und der Bow-
man-Kapsel. Beide Strukturen bilden zusammen die Blut-Harn-Schranke. 
Um Stoffwechselendprodukte ausscheiden zu können, wird das Blut zunächst im Glo-
merulus filtriert, wobei der sog. Primärharn entsteht. Dieser wird anschließend durch 
das nachgeschaltete Tubulussystem zu großen Teilen rückresorbiert (5).  
 
Etwa 100 Jahre nach dem Nachweis der Harnfiltration in den Glomeruli 1842 durch 
Carl Ludwig, konnte mittels elektronenmikroskopischer Aufnahmen die Komponenten 
der Filtrationsbarriere identifiziert werden (44). Hierbei sind drei Strukturen verantwort-
lich, die die tatsächliche Blut-Harn-Schranke bilden. Dazu gehören die glomeruläre 
Basalmembran (GBM), das fenestrierte Endothel der Blutkapillaren und die, dem Pri-
märharn zugewandten Podozyten. Bei letzteren handelt es sich um stark verzweigte 
Zellen des viszeralen Blattes der Bowman-Kapsel, die die glomerulären Blutkapillaren 
umschließen und Fußfortsätze ausbilden. Zwischen den Fußfortsätzen liegt die 
Schlitzmembran. Sie ist ein nur in Podozyten vorliegender Zell-Zellkontakt mit einzigar-
tiger Protein-Zusammensetzung. Ihre Funktion liegt in der Verhinderung der Auschei-
dung größerer Proteine mit dem Urin, zusammen mit der GBM und dem Endothel (75). 
Podozyten wird eine zentrale Bedeutung für die Progression von renalen Erkrankungen 
zugeschrieben (25;74). Viele glomeruläre Erkrankungen gehen mit Podozytenbeteili-
gung einher. Hierbei spielen die Dysfunktion, Schädigung oder der Verlust von Podozy-
ten eine zentrale Rolle (74;109). 
Das Spektrum der Podozytopathien umfasst eine Vielzahl genetischer und/oder erwor-
bener Ursachen, deren genauer Pathomechanismus häufig noch unbekannt ist. Initial 
kann eine Schädigung des Podozyten von immunologischen, toxischen, infektiösen 
sowie Stoffwechsel-assoziierten und hämodynamischen Ursachen bis zu eindeutig 
genetischen Komponenten ausgehen (109).  
Glomeruläre Erkrankungen können in verschiedene klinische Kategorien eingeteilt 
werden, wozu u.a. das nephrotische Syndrom gezählt wird, welches zu den häufigsten 
nephrologischen Syndromen zählt. Charakteristisch sind eine Vereinfachung der Zell-
morphologie des Podozyten mit Fußfortsatzverschmelzung und Verschwinden der 
Schlitzmembran. Im Zentrum der Erkrankung steht die Podozytenschädigung. Es 
kommt zu einem Funktionsverlust an der Filtereinheit der Niere. Mit dem nephrotischen 
Syndrom, das gekennzeichnet ist durch starke Proteinurie (>3,5g/d), Hypoproteinämie, 
Hypalbuminämie, Hyperlipidämie und Ödemen, sind am häufigsten die 3 Krankheitsbil-
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der Minimal-Change-Disease, membranöse Glomerulonephritis und die fokale seg-
mentale Glomerulonephritis (FSGS) assoziiert (103). Bei der Minimal-Change-Disease 
stehen minimale Läsionen in Form von Fußfortsatzverschmelzungen im Zentrum der 
Pathologie, hingegen zeigt sich bei der membranösen Glomerulonephritis eine Verdi-
ckung der GBM. 
 
 
 
Abbildung 1: Spektrum der Podozytopathien 
 
DMS (Diffuse Mesangiale Sklerose), CNSF (kongenitales nephrotisches Syndrom des Finnischen Typs), 
Alport (Alport-Syndrom), MCD (Minimal Change Disease), FSGS (Fokal segmentale Glomerulosklerose), 
Collapsing GN (Collapsing Glomerulonephritis), Imm GN (Immunkomplex-Glomerulonephritis), HTN (Arte-
rielle Hypertonie), Diab GN (Diabetische Nephropathie). 
modifiziert nach (109) bzw. (44) 
 
Im Rahmen der FSGS führt jedoch ein Verlust von Podozyten, primär oder aber se-
kundär bedingt, zu einer segmentalen Fibrosierung des Glomerulums, die sich zu einer 
globalen Sklerose mit Nephronverlust entwickeln kann (60;109). Viele chronische pro-
teinurische Erkrankungen führen schließlich zu einer Sklerosebildung der Glomeruli 
(44).  
 
1.2 Der Podozyt in der Filtrationseinheit des Glomerulums 
1.2.1 Architektur des Podozyten 
Podozyten sind hochkomplexe postmitotische polarisierte Zellen mesenchymalen Ur-
sprungs, die in Ihrer Entwickung eine Transition zu epithelialen Zellen durchlaufen, und 
bilden das viszerale Blatt der Bowman-Kapsel. Aufgebaut aus einem großen Zellkörper 
mit Fortsätzen, haftet der Podozyt an der GBM, die auf der Gegenseite mit dem fenes-
trierten Endothel der Blutkapillaren verbunden ist. Der Zellkörper des Podozyten hat 
keinen direkten Kontakt zur GBM. Die kräftigen Fortsätze, die sogenannten Primär-
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fortsätze spalten sich in die fingerförmigen Sekundärfortsätze. Über jene Füßchenfort-
sätze erfolgt schließlich die Anhaftung. Interdigitierende Fußfortsätze der aneinander-
grenzenden Podozyten bilden die äußere Schicht der Filtrationsbarriere (75). Der Po-
dozyt besitzt einen komplexen Zellaufbau, der ihm ein hohes Maß an Anpassungsfä-
higkeit an die umgebenden Bedingungen ermöglicht. 
 
Generell besteht das Zytoskelett des Podozyten aus 3 verschiedenen ultrastrukturellen 
Elementen, den Mikrofilamenten (Aktin), Intermediärfilamenten und Mikrotubuli (75).  
Den Zellkörper und die Primärfortsätze kleidet im kortikalen Bereich ein Aktinskelett 
aus. Die sekundären Fußfortsätze weisen zusätzlich zu ihrem kortikalen Aktin-Netz ein 
spezifisch durch a-Aktinin und Synaptopodin vernetztes Aktinskelett auf (29;75). Dort 
erfüllt das Netz aus Mikrofilamenten die Aufgabe eines kontraktilen Apparates.  
Der Podozyt zeigt des Weiteren typische Eigenschaften von glatten Muskelzellen, die  
entscheidend  sein können für die benötigten Anpassungsvorgänge  im Rahmen einer 
adäquaten Filtration und Zirkulation des Blutes im Glomerulum (86). 
Ebenso spielt das Zytoskelett eine wichtige Rolle im vesikulären Transport ausgehend 
vom Golgi-Apparat in Richtung Zellmembran der Fortsätze (96).   
Im Zellkörper konzentriert sich eine Vielzahl von Organellen und Strukturen, die auf 
eine hohe Rate anaboler und kataboler Prozesse hindeuten. Der prominente Zellkern 
füllt, neben dem gut ausgebildeten Golgi-Apparat, einem ausgedehnten rauen und glat-
ten endoplasmatischen Retikulum sowie vielen Mitochondrien, große Areale des Zyto-
plasmaraums. Ebenso zeigen sich zahlreiche lysosomale Strukturen. Die Zellfortsätze 
hingegen beinhalten nur eine geringe Anzahl an Organellen (75). 
 
1.2.2 Podozyten und Schlitzmembran/Glomeruläre Basalmembran 
Die Schlitzmembran stellt einen hochkomplexen Zell-Zell-Kontakt dar, der Funktionen 
als Filtrationsbarriere und Transduktionsplattform von Signalen erfüllt, über deren Wei-
terleitung zytoskelettale Organisation Zellzyklus/ Zellüberleben und Polarität reguliert 
werden (45). 
Interdigitierende sekundäre Fußfortsätze lassen zwischen sich einen Spaltraum von 
30-40nm frei, der durch die Schlitzmembran überspannt wird (44;75). Nach Rodewald 
und Karnovsky ist die Membran von Poren mit der ungefähren Größe von Albumin-
Molekülen durchsetzt (82). 
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Die Schlitzmembran teilt den Podozyten in eine große apikale Domäne und eine  baso-
laterale Domäne und prägt somit die Polarität der Zelle.  
 
 
Abbildung 2: Struktur des Podozyten und der Schlitzmembran 
(A) REM-Aufnahme: Podozyt aus luminaler Perspektive   (B) TEM-Aufnahme: Die dem Primärharn zuge-
wandte apikale Plasmamembran ist die weitaus größte Membrandomäne der Podozyten. Nur die sekun-
dären Fußfortsätze binden an die GBM und bilden die Schlitzmembran aus. (C) TEM-Detailaufnahme der 
glomerulären Filtrationsbarriere. (D) Nach einem Konzept von Kerjaschki kann die Podozyten-Oberfläche 
in drei funktionelle Membrandomänen aufgeteilt werden. Diese sind  die apikale (grün), basale (rot) und 
die dazwischen liegende nur in Podozyten vorkommende Schlitzmembrandomäne (SD, blau). (E) Die 
schematische Abbildung zeigt einige wichtige Schlitzmembranproteine. 
(A),(B),(C): modifiziert nach (75); (D): modifiziert nach (55); (E): nach Weide, T., AG Pavenstädt 
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Die Schlitzmembran-Proteine stehen in direkter Verbindung mit den Strukturen des 
podozytären Aktingerüstes.  Für die Filtrationsfunktion und Barrierefunktion sind insbe-
sondere Nephrin,  NEPH-1, P-Cadherin und FAT1/FAT2 von zentraler Bedeutung. 
Des Weiteren sind am Aufbau insbesondere die Proteine Podocin, CD2AP, ZO-1, 
Densin-180 beteiligt (2;51;54;81) (siehe auch Abb. 2). 
Ebenfalls ist der Podozyt über seine sekundären Fußfortsätze mit der GBM verbunden. 
Mit der basalen Seite sind die Fußfortsätze an der äußeren Schicht, der Lamina rara 
externa, der gemeinsamen Basallamina von Podoyzten und Endothelzellen fixiert. Dies 
geschieht mittels α3/β1-Integrin-Komplexen über die Adaptermoleküle Paxillin, Talin 
und Vinculin (1;22;59) und mittels Dystroglykanen über Utrophin mit dem Aktin-
Zytoskelett (80). 
Die luminale Seite ist von einer stark negativ geladenen Glykokalix, die reich an sialin-
säurereichem Podocalyxin ist, überzogen. Diese erstreckt sich über die Filtrations-
schlitze und die Schlitzmembran (56;75). Podocalyxin ist ebenfalls mit dem podozytä-
ren Zytoskelett, genauer dem kortikalen Aktinnetz verbunden (siehe auch Abb. 2).   
Der Podozyt agiert zum einen als Perizyten-Äquivalent, um den hohen transmuralen 
Kräften an den Gefäßen entgegenzuwirken, des Weiteren als molekulares Sieb zur 
Erhaltung der selektiven Permeabilität und der generellen Erhaltung der Filterfunktion 
des Glomerulums. Zum anderen findet eine Sekretion von Signalstoffen zur Regulation 
benachbarter Zellen statt. Wie bereits erwähnt, spielen auch Signale, die von der 
Schlitzmembran ausgehen, eine wichtige Rolle. Für diese vielseitigen Funktionen be-
darf es einer sowohl stabilen als auch dynamischen Zellformierung (37;95).  
 
1.2.3  Polarität bei Podozyten 
Polarität ist generell in Nierenepithelien von großer Relevanz (90) und hat in Podozyten 
eine besondere Bedeutung (91). Die Ausbildung der Polarität spielt für die Erhaltung 
der spezifischen Funktionalität des Podozyten eine entscheidende Rolle (95). 
Sie bestimmt maßgeblich die Zellarchitektur und –organisation, die für eine adäquate 
Funktion des Gewebes benötigt wird und beinhaltet die Asymmetrie im Aufbau der Zel-
le. Dazu zählen insbesondere die Organisation von Zelloberfläche, Organellen und 
deren Verteilung, sowie die Anordnung des Zytoskeletts (11;42). Eine Vermittlung der 
zellulären Polarität, also eine klare Zuordnung von apikal und basal in der Zelle, erfolgt 
durch eine komplexe Maschinerie intrazellulärer Signalproteine. Hierbei sind insbeson-
dere konservierte Proteinkomplexe wie der PAR-, Crumbs-, und Scribble-Komplex zu 
nennen (45;95). 
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Der sogenannte Crumbs-Komplex besteht aus den Komponenten Crumbs, Pals1 und 
PATJ (66;104). PATJ (PALS1-associated tight junction protein) interagiert mit zahlrei-
chen strukturellen Komponenten, die Zellverbindungen betreffen sowie peripheren Pro-
teinen und Elementen von Signalketten (104). PATJ gehört zu den essentiellen Protei-
nen für Zellpolarität in Säugetierzellen (76). Dabei stellen die tight junctions neben in-
terzellulären Barrieren auch eine Intramembran-Barriere für Lipide und Proteine dar, 
wodurch eine klare apiko-basale Polarität erhalten bleibt (95). Interessanterweise zei-
gen sich bei der podozytären Schlitzmembran sowohl Eigenschaften von adherens 
junctions für Zell-Zell-Adhäsionen als auch von tight junctions, da neben dem Protein 
P-Cadherin auch zonula occludens-1 ( ZO-1) exprimiert wird (81;92). 
 
1.3 Das Protein PATJ 
 
Das Protein PATJ, auch CIPP oder INADL 
genannt (24), ist ein Gerüstprotein mit mehre-
ren Proteindomänen, über welche Bindungen 
an weitere Proteine ermöglicht werden. 
Bei PATJ handelt es sich um 10 sogenannte 
PDZ-Domänen.  
PDZ-Domänen sind Proteininteraktionsdomä-
nen, deren Namen sich von den ersten Prote-
inen mit diesen Strukturen ableiten. Dabei 
handelt es sich um das synaptische Protein 
PSD95/SAP90 (PSD steht für Post synaptic 
density), das Protein Discs large aus der 
Fruchtfliege Drosophila melanogaster und das 
Tight junction-Protein Zonula occludens-1. 
Sie sind entscheidend an der Ausbildung von 
Proteinkomplexen beteiligt (13). Ursprünglich wurde PATJ als CIPP(channel-interacting 
PDZ domain protein) im Gehirn und in der Niere identifiziert (61). 
Weitere Studien zeigten die Rolle von PATJ in der Lokalisation von Tight-Junction-
Proteinen und der Ausbildung von Zellpolarität. 
PATJ  fungiert im Crumbs-Pals1-Patj-Komplex bei der Ausbildung der apikobasalen 
Zellpolarität und erfüllt essentielle Funktionen als Stützprotein. Seine multiplen PDZ 
Domänen ermöglichen Interaktionen mit zahlreichen Proteinen der Zell-
 
Abbildung 3: Dreidimensionale Darstellung 
einer PDZ-Domäne 
Quelle: (21) 
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Zellverbindungen, peripheren Proteinen und Signalelementen in der Zelle (104). Die 
Ausbildung apikobasaler Zellpolarität besteht in einer Separierung apikaler und basaler 
Membrananteile mit jeweils unterschiedlichen Lipid- und Proteinbestandteilen über 
Tight-junctions.  
Es ist bekannt, dass apikale Polaritätskomplexe wie der Crumbs-Komplex (enthält 
Crumbs3, PATJ und Pals1) entscheidende Funktion für den Aufbau und Polarität  auch 
an der podozytären apikalen Plasmamembran bzw. der Schlitzmembran übernehmen 
(91).  
PDZ-Domänen gehören zu den am häufigsten vorkommenden Proteindomänen im 
sequenzierten Genom. Alternativ auftauchende Bezeichnungen sind DHRs (Discs-
large homology regions (DHRs) or GLGF repeats (gemäß der gefundenen Gly-Leu-
Gly-Phe Sequenz) (46). Sie bestehen aus ca. 90 Aminosäuren und werden primär in 4 
Gruppen eingeteilt. Die verschiedenen Klassen der PDZ-Domänen werden durch die 
jeweils präferierten Bindungsmotive definiert. Eine Interaktion von Proteinen mittels 
PDZ/PDZ-Domänen ist möglich, jedoch erfolgt eine Bindung zumeist über ein PDZ-
Bindungsmotiv des Interaktionspartners (63). In der Regel besteht es aus einer C-
terminalen Peptidsequenz aus 4-5 Aminosäureresten, vereinzelt liegt sie auch intern 
vor.  
 
 
Ein weiteres Interaktionsmodul des PATJ-Proteins ist die N-terminale L27 Domäne. Sie 
besteht aus 3 helikalen Strukturen und interagiert typischerweise über die Ausbildung 
von Heterodimeren (64). 
 
 
Tabelle 1: Verschiedene Klassen von PDZ Domänen 
AS: Aminosäure, X: unspezifische AS, Ф: hydrophobe AS (V, L, I)  
nach Daten aus: (63) 
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Abbildung 4: PATJ und Interaktionspartner 
Schematische Darstellung von PATJ, Interaktionspartnern und seinen Interaktionsdomänen 
modifiziert nach Weide,T.; AG Pavenstädt (unveröffentlichte Daten) 
 
PATJ erscheint aufgrund seiner 10  PDZ-Domänen prädestiniert für die Interaktion mit 
verschiedenen Proteinen.  
Mittels Interaktionsstudien im Yeast Two-Hybrid Verfahren mit einer humanen Podozy-
ten cDNA Bank konnten verschiedene interessante Interaktionspartner identifiziert 
werden. Verschiedene Bindungspartner wie die Proteine der Amot-Gruppe und KIBRA 
üben im Zusammenspiel mit PATJ wichtige Effekte auf die Migrationseigenschaft der 
Zelle aus. PATJ ist im Rahmen von Erhalt und Ausbildung von Polarität an gerichteten 
Prozessen wie dem Proteintrafficking, sowie Dynamiken in der Zelle beteiligt (24;26). 
Im Zusammenhang mit Trafficking-Ereignissen wird PATJ des Weiteren zu Endosomen 
rekrutiert und kann hierbei auch für eine Verteilung zahlreicher Bindungspartner sorgen 
(38). 
 
1.4 Das Protein Vac14, Komplexproteine und Regulationsvor-
gänge 
1.4.1 Vac14 
Vac14 ist Teil einer Gruppe verschiedener Vakuolisierungsproteine, die zunächst an-
hand von Studien an Hefezellen von S. cerevisiae entdeckt und analysiert worden sind 
(63;106). In Säugetierzellen wird es auch als ArPIKfyve bezeichnet und besteht aus 
zahlreichen sogenannten HEAT-repeats. Dabei handelt es sich um Protein-Strukturen 
bestehend aus 2 antiparallelen α-Helices. Aufgrund ihrer Diversität bezüglich der Län-
ge und Aminosäuresequenz kann nur eine durchschnittliche Aminosäurezahl von ca. 
40 Aminosäureresten angegeben werden.  
Ein charakteristisches Motiv für jene Strukturen sind allerdings die vorhandenen Prolin, 
Arginin- und Asparaginsäure-Reste an Position 11, 19 beziehungsweise 25 (4;35). 
Der Name HEAT leitet sich von vier verschiedenen eukaryotischen Proteinen ab, in 
denen die Struktur primär auftauchte: Huntingtin, Elongation factor 3, regulatorische 
Untereinheit A der Proteinphosphatase A2, TOR1 (3). 
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Des Weiteren haben Untersuchungen zwei sogenannte PDZ-Bindungsmotive für 
Vac14 gezeigt (63). PDZ-Bindungsmotive umfassen in der Regel eine Peptidsequenz 
aus 4-5 Aminosäureresten, die häufig C-terminal oder aber, wie im Falle von Vac14, 
auch intern vorliegen kann und eine Bindung mit PDZ Domänen ermöglicht.  
  
 
 
PDZ Motive in Vac14 am C-terminalen Ende im 
Abschnitt AS 773-AS 782 
Quelle: (63) 
 
 
Die Gruppe der sogenannten Vac-Proteine trat zum ersten Mal im Rahmen von Mutati-
onsstudien an Hefezellen in den Fokus, bei denen generierte Vac-Mutationen Schädi-
gungen in der Vakuolenübertragung aufwiesen (107). 
Weitere Studien ergaben eine Vielzahl von ähnlichen Proteinen, die im Falle einer Mu-
tation zu Veränderungen in Größe, Dynamik und Zusammensetzung der Vakuole führ-
ten. Hierzu zählt Vac14, dass als zentrales Protein für Sortierungs- und Transportvor-
gänge von Membranbestandteilen für die Regulation der Generierung von Phos-
phatidylinositol-3,5-bisphosphat (PI(3,5)P2) zuständig ist (106).  
1.4.2 Vac14-Komplex 
Vac14 ist ein wichtiger Bestandteil eines Enzymkomplexes, der für die endogene Re-
gulation zwischen Phosphoinositol-3-phosphat (PI(3)P) und Phosphoinositol-3,5-
bisphosphat (PI(3,5)P2) verantwortlich ist (52;70). Eine wichtige Funktion dieses 
Wechselspiels stellt der Formierungsprozess von Endosomen dar (88). Zu den Protei-
nen des Vac14-Komplexes gehören Fab1, Fig4 sowie Atg18 und Vac7.  
Atg18 fungiert in Hefezellen als Inhibitor von Fab1, bindet an Vac14 und ist wichtig für 
Autophagozytosevorgänge. In Säugerzellen liegt WIPI als Homolog vor und übernimmt 
Autophagozytose-Funktion (17;79). Bezüglich der genauen Bedeutung  bedarf es wei-
terer Untersuchungen (41). 
Fab1 und sein Pendant in Säugerzellen PIKfyve besitzen Kinasefunktionen für die 
Phosphorylierung von PI(3)P an Position 5 zur Generierung von PI(3,5)P2 (32;94).  
 
 
 
Abbildung 5: PDZ Motive in Vac14 
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Abbildung 6: Vac14-Komplex und Umwandlungsprozesse 
(A) Anordnung der Vac14-Komplex-Proteine  
(B) Umwandlungsprozesse, in die der Vac14 Komplex eingreift 
 
Aufgezeigt sind die Komponenten des Vac14-Komplexes sowie die Generierung von PI(3)P. Die Kinase 
Vps34 (vacuolar protein sorting 34, in Säugetierzellen hVps34) phosphoryliert PI (Phosphatidylinositol) zu 
PI(3)P (Phosphatidylinositol-3-phosphat). PI(3)P ist ein zentrales PI-Derivat für viele endosomale Traffi-
cking-Prozesse. Vac14 dient als Stützprotein und Regulator. Im Hefekomplex reguliert/aktiviert  Vac7(ohne 
Pendant in Säugerzellen) die  Funktion der Kinase Fab1 (auch PIKfyve in Säugerzellen genannt). Fab1 
katalysiert die Umwandlung von PI(3)P in PI(3,5)P2 (Phosphatidylinositol-3,5-bisphosphat). Fig4 (in Säu-
getierzellen auch Sac3 genannt) katalysiert als Phosphatase die entsprechende Rückreaktion. Atg18 (WI-
PI-1 in Säugerzellen) inhibiert die Funktion der Kinase. Weiterhin besteht eine enge Verbindung zur Auto-
phagozytose. 
[Bild links: modifiziert nach(52) ; Bild rechts: modifiziert nach Weide, T.] 
 
Vac7 spielt in Hefezellen eine Rolle als Regulatorprotein von Fab1. Beide Proteine 
ergaben in Studien an jeweiligen Hefemutationszellen einen Phänotyp bezüglich Va-
kuolenmorphologie ähnlich dem von Vac14-Mutationszellen (7;52), jedoch konnte bis-
her kein Homolog von Vac7 für höhere  Organismen  identifiziert werden (20). 
Es bleibt Vac14 als zentraler Aktivator der Kinase Fab1 (89). Das Protein Fig4, verant-
wortlich für die Rückreaktion von PI(3,5)P2 zu PI(3)P, wird durch Vac14 ebenfalls akti-
viert (83). Durch die Bindung der Phosphatase Fig4 bzw. des Proteins Sac3 in Säuger-
zellen entsteht schließlich ein Komplex aus primär 3 Bestandteilen, für den auch der 
Begriff des PAS- Komplexes (PIKfyve- ArPIKfyve-Sac3) verwendet wird. Vac14 liegt 
hierbei als Dimer oder Oligomer mit unklarer Anzahl an Einheiten vor (41;48).  
In Studien konnte gezeigt werden, dass eine Reduktion des PI(3,5)P2-Spiegels zu ei-
ner Aufhebung der Formierung weiterer Endosomen und endosomaler Reifungsstadien 
mit einhergehender Vergrößerung dieser Zellstrukturen führte. Die Einführung einer  
Punktmutation an Position 156 von Vac14 (auch als Vac14-L156R bezeichnet) in Mäu-
sezellen führte zu großen Vakuolen. Vac14 L156R sorgt für das Ausbleiben einer In-
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teraktion mit Fab1 und entspricht somit funktionell einem knockdown von Fab1 und 
ging mit einem reduzierten PI(3,5)P2-Spiegel einher(52). Ähnliches zeigte sich bei ei-
nem knockout von Vac14 (111). 
Eine Erhöhung des PI(3,5)P2-Spiegels steigerte jedoch die Formierung von Endo-
somen, gleichbedeutend mit einer reduzierten Fusionstendenz (50;88). 
So zeigten auch Studien, in denen Hefezellen hyperosmolarem Stress ausgesetzt wur-
den, das Auftreten vieler kleiner, stark fragmentierter Vakuolen unter massiver Zunah-
me des PI(3,5)P2-Spiegels und Vac14 als  Regulator (8).  
Aufgrund seiner Eigenschaft als Stützprotein wird vermutet, dass Vac14 als Regulator 
und Aktivator von weiteren Proteinen auftritt (52).  
 
1.4.3 Endosomen, Lysosomen, Autophagozytose 
Vac14 steht im Zusammenhang mit der Formierung, Fusion und Abspaltung endoso-
maler Vesikel, die verschiedene intrazelluläre Funktionen übernehmen. 
Für den selektiven innerzellulären Transport über den sekretorischen und endozytoti-
schen Weg dienen der Zelle vor allem vesikuläre Strukturen, die zu Endosomen ver-
schmelzen (73). Generell findet ein Transport spezifischer Bestandteile mittels 
Knospungen und Fusionierungen von Membranen bzw. Vesikeln statt (9). Zu erwäh-
nen sei auch die Abbaufunktion bei Autophagozytose im Rahmen der Einhaltung zellu-
lärer Homöostase unter dem Einfluss von Stressoren. Dazu gehören metabolischer, 
toxischer und u.a. auch oxidativer Stress, dessen Regulation insb. in Podozyten eine 
große Bedeutung hat (37).   
Endosomale Strukturen lassen sich zunächst in verschiedene Formen aufteilen, die 
teils durch charakteristische Marker zu unterscheiden sind. Hierzu zählen frühe Endo-
somen, multivesikuläre Körperchen (MVB), recycling Endosomen und späte Endoso-
men aus denen sich Lysosomen entwickeln bzw. mit denen eine Fusion mit Lysoso-
men erfolgt. Sie sind durch Protein-Strukturen wie Rab-GTPasen und Lipide wie Phos-
phoinositide differenzierbar (10;97). Charakteristisch für frühe Endosomen ist das Vor-
liegen verschiedener Marker wie das early endosomal antigen (EEA1), die PI(3)-
Kinase Vps34 sowie das dazugehörige Phosphoinositid PI(3)P und die kleine GTPase 
Rab5 (97). 
Multivesikuläre Körperchen werden teilweise als Zwischenstufen zwischen frühen En-
dosomen und späten Endosomen mit zusätzlicher Knospung der Membran mit Fracht-
bestandteilen in das Lumen des Endosoms angesehen (77). Es bilden sich intralumina-
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le Vesikel (ILVs) aus. Teilweise werden die Begrifflichkeiten späte Endosomen und 
MVBs auch synonym verwendet (47). 
Auffällig ist eine Anreicherung des Tetraspanins CD63, das gehäuft an ILV Membranen 
aber auch an der Endosomenmembran zu finden ist. Es ist auch als LAMP3 bekannt 
(78). Von frühen Endosomen sind sie durch Marker wie die lysosomalen Membran-
Proteine LAMP1 und LAMP2 abzugrenzen (36). 
Lysosomen stellen das terminale Kompartiment des endozytotischen Degradierungs-
Pfades dar und sind u.a. Teil der Autophagozytose, die neben dem Ubiquitin- Protea-
som-System (UPS) die Degradation von intrazellulären Molekülen vornimmt.  
Für die Koordination des Ablaufes der Autophagozytose-Schritte werden konservierte 
Proteine der Gruppe der Atg´s (autophagy related) benötigt, zu denen u.a. das Atg5-
Atg12-Konjugationssystem, sowie das System mit Konjugation des Proteins LC3 zäh-
len (27). 
 
1.5 Zielsetzung der Arbeit 
Die Proteine PATJ und Vac14 stehen im Fokus dieser Arbeit. PATJ spielt eine zentrale 
Bedeutung in der Ausbildung der apikalen Zellpolarität. In diesem Zusammenhang ist 
es wichtig, Weiteres über das Trafficking essentieller Bestandteile zu erfahren.  
Vac14 ist zentraler Bestandteil eines wichtigen Proteinkomplexes im Zusammenhang 
mit endosomalen Sortierungs-, Trafficking- und Transportvorgängen in der Zelle. Erste 
Studien weisen auf eine Assoziation beider Proteine hin. 
Ziel der Arbeit war es, Näheres über Zellfunktion, Beeinflussung und Regulationsvor-
gänge von PATJ im Zusammenhang mit Vac14 zu untersuchen. Die Frage war auch, 
inwiefern hierbei Verbindungen zu podozytären Pathomechanismen bestehen. Im Ein-
zelnen sollte Folgendes analysiert werden: 
Zunächst sollte die endogene Expression von Vac14 in Nierenzellen nachgewiesen 
werden. 
Wichtig war ebenso, den Zusammenhang von PATJ und Vac14 in humanen Podozyten 
mittels Immunfluoreszenz zu untersuchen und in diesem Kontext selbst generierte 
stabile Zelllinien mit den integrierten Genen von PATJ sowie Vac14 Wildtypform zum 
Einsatz zu bringen.  
Der nähere Zusammenhang bezüglich des endosomalen Systems und Vac14 sollte 
mittels Vac14 Mutationen untersucht werden. Ein Ziel dieser Arbeit war es, neben der 
Einleitung 
14 
 
Untersuchung der Vac14 Wildtypform, einen weiteren Fokus auf die Vac14-
Punktmutante L156R sowie die Verkürzungsmutante Vac14 delta 505-782 zu richten 
und auch hierbei stabile Zelllinien zu generieren. Im Hinblick auf eine vermutete Betei-
ligung im endosomal-lysosomalen Trafficking-System sowie der Autophagozytose soll-
ten immunhistochemische Untersuchungen der Zellen näheren Aufschluss erbringen. 
Diesbezüglich wurden Untersuchungen von Proteinen, die mit diesem System assozi-
iert sind, anhand der Überexpressionszelllinien mittels Fluoreszenzmikroskopie ange-
strebt. Ebenso sollte mittels spezieller Western Blot-Technik ein quantitativer Nachweis 
bestimmter Proteinkonzentrationen durchgeführt werden. 
Auch das Zytoskelett schien in Überlegungen ein geeignetes Ziel weiterführender Un-
tersuchungen zu sein und somit wurden immunhistochemische Untersuchungen ange-
strebt, um etwas über zytoskelettale Veränderungen bei veränderter Vac14-Expression 
zu erfahren. Die Durchführung eines Wound Healing Assays sollte in der Folge die 
Einwanderung oder Re-Besiedlung von Zellen in ein zellfreies Areal, das durch ein 
künstliches Setzen einer Wunde auf einem konfluenten Zellrasen entsteht, untersu-
chen. 
Mit Hilfe des Lysotracker®-Verfahrens sollte eine erste orientierende Analyse bezüglich 
der Azidität bestimmter Zellstrukturen erfolgen.  
Material 
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2 Material 
 
2.1 Geräte 
 
Gerät 
 
             Typbezeichnung 
 
   Hersteller  
Autoklav Varioklav Varioklav H+P LabortechnikGmbH 
Brutschränke Bakterien B5050 Heraeus, Hanau 
Brutschränke Zellkultur 
Heracell 240 
 
MCO-20AIC 
Heraeus, Hanau 
 
Sanyo Electric Co., Ltd.,  
Japan 
Bunsenbrenner Lötmeister 3000 
CFH Löt- und Gasgeräte 
GmbH, Offenau 
Eismaschine Ziegra ZBE 70-35 
Ziegra Eismaschinen, Isern-
hagen, Deutschland 
Elektrophoresekammern 
(Agarosegele) 
Model B1 
PEQLAB Biotechnologie  
GmbH, Erlangen 
Elektrophoresekammern 
(PAA-Gele) 
Novex X-cell Sure LockTM 
Mini-Cell 
Invitrogen, Life Technolo-
gies GmbH, Darmstadt 
Elisa Reader 
Multiskan EX Microplate 
Photometer 
Fisher Scientific GmbH, 
Schwerte 
Entwickler 
Optimax X-Ray Film Pro-
cessor 
PROTEC Medizintechnik, 
Oberstenfeld 
Geldokumentationssystem Lumi-Imager F1 
Roche Diagnostics 
Deutschland GmbH, 
Mannheim 
Inversmikroskop AE20 
Motic Deutschland GmbH, 
Wetzlar 
Mikroskop 
Observer Z1, Apotome, 
HXP120, Axiocam MRm 
Zeiss AG, Jena 
PCR-Geräte 
GeneAmp® PCR- System 
2700 
 
Applied Biosystems, 
Carlsbad, USA 
pH-Meter Consort C864 
Consort bvba, Turnhout, 
Belgien 
Photometer  Smart Spec TM 
Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München 
Rühr-/Heizplatte Combimag RCT 
IKA® Werke GmbH&Co. 
KG, Staufen 
Schüttelinkubator Bakterien Certomat® IS 
B. Braun Melsungen AG, 
Melsungen 
Spannungsquellen 
Power Pac HCTM 
 
 
Standard Power Pack 25 
Bio-Rad Laboratories 
GmbH, München 
 
Biometra GmbH, Göttin-
gen 
Sterilwerkbank  HERAsafe Heraeus, Hanau 
Thermostat Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg 
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Gerät 
 
             Typbezeichnung 
 
   Hersteller  
Tischzentrifuge ProfugeTM 10K 
Agilent Technologies Inc., 
Santa Clara, USA 
UV-Tisch (Transilluminator) 
IL-200-M H. Saur Laborbedarf, 
Reutlingen 
Vortexer  
VortexGenie2 Scientific Industries,Inc. 
N.Y. USA 
Waagen 
ScoutTM Pro 
 
Explorer® Pro 
 
Ohaus, New Jersey, USA 
Wasserbad 
Schüttelwasserbad 1083 GFL Gesellschaft für La-
bortechnik mbH, Burgwe-
del 
Western Blot-Kammer 
Semidry Transfercell 
 
Mini Trans-Blot® 
Electrophoretic 
Transfer Cell 
 
BioRad Laboratories 
GmbH, München 
Zentrifugen 
Mikro 200 R 
  
AllegraTM X-22R  
 
Multifuge 3S-R  
Megafuge 1.0R 
Hettich GmbH& Co.KG, 
Tuttlingen 
Beckmann Coulter GmbH, 
Krefeld  
Heraeus, Hanau 
Heraeus, Hanau 
   
 
 
2.2 Chemikalien 
 
Bezeichnung   
 
                   Hersteller 
2-Propanol  AppliChem GmbH, Darmstadt 
30% Acrylamid mit 0,8% Bisacrylamid  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Agar  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Agarose  Biozym Scientific GmbH, Hessisch 
Oldendorf 
Ammoniumchlorid  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Ammoniumper(oxodi)sulfat (APS)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Ampicillin  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Bovines Serum Albumin (BSA)  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Bromphenolblau  Bio-Rad Laboratories GmbH, München 
Calciumchlorid  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
D(+)Glucosemonohydrat  
 
AppliChem GmbH, Darmstadt 
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Bezeichnung   
 
                   Hersteller 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO3)  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Essigsäure  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Ethanol  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Ethidiumbromid (10mg/ml)  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Gelatine  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Gentamycinsulfat  Merck KGaA, Darmstadt 
Glycerin  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Glycin  AppliChem GmbH, Darmstadt 
HEPES  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Kaliumchlorid  Merck KGaA, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat  
(KH2PO4  x 2 H2O)  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Kanamycinsulfat  AppliChem GmbH, Darmstadt 
LB-Broth  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Methanol  Th. Geyer GmbH & Co.KG, Karlsruhe 
Mowiol 4-88  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
N, N, N’, N’ –Tetramethylendiamin 
(TEMED)  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Natriumchlorid  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 
(NaH2PO4 x 2 H2O)  
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Natriumdodecylsulat (SDS)  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Paraformaldehyd (PFA)  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Puromycindihydrochlorid  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Salzsäure (HCl) 37%  Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Tris, 
Trizma® Base)  
AppliChem GmbH, Darmstadt 
Triton® X-100 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
Trypton  AppliChem GmbH, Darmstadt 
Tween 20  AppliChem GmbH, Darmstadt 
ß-Mercaptoethanol  Sigma-Aldrich Chemie GmbH, München 
 
2.3 Laborbedarf 
 
Bezeichnung   
 
      Zusammensetzung/Hersteller 
1 kb DNA ladder  Promega GmbH, Mannheim 
100 bp DNA ladder  
 
Promega GmbH, Mannheim 
4‘,6- Diamin-2-phenylindol (DAPI) 
Invitrogen, Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
6x Loading Dye Solution  Promega GmbH, Mannheim 
Blotting Papier 
Whatman Schleicher& Schüll GmbH, 
Dassen 
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Bezeichnung   
 
      Zusammensetzung/Hersteller 
Calf Serum Iron Supplemented (Cs/Fe) Cell Concepts GmbH Umkirch 
Deckgläschen Diagonal GmbH & Co. KG, Münster 
DMEM 
Invitrogen, Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
dNTPs  Promega GmbH, Mannheim 
Fetal Bovine Serum (FCS)  Biochrom AG, Berlin 
Flexi-Strip Schaber  GEPE-BiWeX N.V., Breda, Niederlan-
de 
Handschuhe  Paul Hartmann AG, Heidenheim 
HEPES-Puffer PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
IBIDI µ-Dish 35mm, low  IBIDI GmbH, Martinsried 
Kanülen  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Kryoröhrchen  Nunc A/S, Roskilde, Dänemark 
Kulturröhrchen, Bakterien  Sarstedt AG und Co., Nümbrecht 
Küvetten  Sarstedt AG und Co., Nümbrecht 
LipofectamineTM 2000  
Invitrogen, Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
Lumi-Light/Lumi-Light Plus Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
Mikrotiterplatten (96 well)  Sarstedt AG und Co., Nümbrecht 
Natriumpyruvatlösung PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Objektträger VWR International GmbH, Darmstadt 
Oligo-dT Primer Promega GmbH, Mannheim 
Page RulerTM Plus Prestained Protein ladder Thermo Scientific Inc., Waltham, USA 
Parafilm Pechiney Plastic Packaging Chicago, 
USA 
PBS, 1x, steril  PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
PCR Reaktionsgefäße  
Biozym Scientific GmbH, Hessisch 
Oldendorf 
Penicillin/Streptomycin  PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Petrischalen  Greiner Bio-One GmbH, Frickenhau-
sen 
Pipettenspitzen  Sarstedt AG und Co., Nümbrecht 
Protease Inhibitor complete  Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
PVDF-Immobilon Membran (0,45 µm)  Millipore GmbH Schwalbach 
 
Reaktionsgefäße 0,5-2,0ml  
Eppendorf AG, Hamburg, 
 
Carl Roth GmbH, Karlsruhe 
RPMI 1640  PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Skalpell  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Spritzen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
Sterilfilter  Millipore GmbH, Schwalbach 
Stripetten  
Corning B.V. Life Sciences, Amster-
dam, Niederlande 
Trypsin EDTA (10x) PAA Laboratories GmbH, Cölbe 
Wasser, RNase frei AppliChem GmbH, Darmstadt 
Zentrifugenröhrchen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 
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2.4 Puffer und Lösungen 
Für molekular- und mikrobiologische Arbeiten sowie Arbeiten in der Zellkultur ist steri-
les und sauberes Arbeiten essentiell, daher wurden alle Puffer und Lösungen mit 
Reinstwasser angesetzt und für 30 Min bei 121 °C autoklaviert oder sterilfiltriert. Ohne 
weitere Angabe erfolgte die Lagerung bei RT (Raumtemperatur). Des Weiteren war 
eine Lagerung im 4°C Kühlraum bzw. vereinzelt im Gefrierschrank üblich. 
 
Bezeichnung   
 
                  Zusammensetzung 
 
0,25M Calciumchloridlösung  
10,8g CaCl in 160ml H2O lösen, 
Steril-Filtration mit anschließendem Ein-
frieren bei -20°C 
10 x PBS   
0,038M NaH2PO4  
0,162M Na2HPO4   
1,5M NaCl  
ad H2O  
pH 7,4 
2 x HEBS-Lösung  
50mM HEPES  
280mM NaCl  
10mM KCl  
1,5mM Na2HPO4 x H2O  
12mM Glukose  
ad H2O  
pH 7.05 
  
1M Tris/HCl, pH 6.8-8,8  
121,13g Tris  
ad 1l mit H2O  
pH-Wert-Einstellung mit konz. HCl 
Antikörperlösung Immunfluoreszenz (IF)  
98% (v/v) Waschpuffer IF  
2% (v/v) normal goat serum (NGS) 
Blocking Lösung zur IF  
90% (v/v) Waschpuffer IF 
2% (v/v) normal goat serum (NGS) 
Laufpuffer   
25mM Tris  
0,05 % (w/v) SDS  
0,2M Glycin  
ad H2O  
Lysispuffer  
50mM Tris  
100mM NaCl  
1mM EDTA  
1 % (v/v) Triton X-100  
pH 7,4 
Probenpuffer (Lämmli)  
20 % (v/v) Glycerol  
125mM Tris-HCl pH 6,8  
10% (w/v) SDS  
0,2 % Bromphenolblau  
5% ß-Mercaptoethanol  
ad H2O 
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Bezeichnung   
 
                  Zusammensetzung 
Stripping-Puffer  
15g Glycin     
1g SDS   
10ml Tween 20  
 pH 2,2  
ad H2O auf 1l 
 
Supplements (Zusatz) Zellkultur  
(je 4ml)  
0,5ml nicht-essentielle Aminosäuren   
0,5ml Insulin-Transferrin-Natrium-Selenit 
(10mg/ml)   
0,5ml Natriumpyruvat (100mM)  
2,5ml HEPES (1M) 
TAE-Puffer  
40mM Tris-HCl   
1mM EDTA Na2-Salz   
40mM Essigsäure  
ad H2O  
pH 8,2 
TBS  
50mM Tris   
150mM NaCl   
ad 800ml H2O  
pH 7,5 
TBST  
10mM Tris-HCl (Stammlösung 1M, pH 
7,4)  150mM NaCl  
0,05 % (v/v) Tween 20   
ad 1l H2O 
Transferpuffer (Western Blot semi-dry)  
25mM Tris (1M Stammlösung ph 8,3)   
192mM Glycin   
20 % (v/v) Methanol  
ad H2O 
Transferpuffer (Tankblotpuffer) 
10% 10x Transfer-Puffer (ohne SDS); 
10% Ethanol; 80% H2O 
(10x Transfer-Puffer: 250mM Tris; 1,92M 
Glycin; pH:8,3) 
Waschpuffer IF  
10 % (v/v) 10 x PBS   
0,2 % (w/v) Gelatine   
0,2 % (v/v) Triton X-100  
ad H2O 
 
 
2.5 Medien 
Für Arbeiten mit Organismen ist die Vermeidung von Kontamination, d.h. steriles und 
sauberes Arbeiten essentiell. Die nachfolgend angeführten Medien wurden, soweit 
nicht anders angegeben, autoklaviert bzw. sterilfiltriert. Die Lagerung von Medien und 
Agarplatten erfolgte bei 4 °C. 
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2.5.1 Medien zur Kultivierung von Bakterien 
 
Bezeichnung   
 
                  Zusammensetzung/Herstellung 
 
LB-Medium 
Zur Kultivierung von Bakterien in Luria-Bertani-Medium 
(LB-Medium) werden 20g LB-Broth  in H2O gelöst. Um 
eine spätere Selektionierung zu ermöglichen, werden An-
tibiotika je nach Bedarf hinzugefügt (100 µg/ml Ampicillin 
oder 35 µg/ml Kanamycin).  
Agarplatten Analog zum LB-Medium werden die LB-Agarplatten unter 
Zusatz von 20 g/l Agar hergestellt. 
TfB1-Medium 10mM CaCl2, 100mM KCl, 50mM MnCl2, 30mM KOAc,  
Glyzerin (15 % v/v) werden auf 1l aufgefüllt und sterifil-
triert. 
TfB2-Medium 10mM KCl, 75mM CaCl2, 10mM Na-MOPS, pH 7,0,  
Glyzerin (15 % v/v) werden auf 1l aufgefüllt und autokla-
viert. 
TYM-Medium 2% (w/v) Bacto™-Trypton, 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 10mM 
MgSO4  
werden mit 100 mM NaCl versetzt. 
 
2.5.2 Medien zur Kultivierung eukaryoter Zellen 
 
Bezeichnung   
 
                  Zusammensetzung 
Medium Humane Podozyten (85)  
RPMI 1640  
10 % FCS  
 0.8% Supplements  
1% Penicillin/Streptomycin 
Medium für CV-1 Zellen  
DMEM  
10% FCS  
1% Penicillin/Streptomycin 
Medium für HEK 293T  
DMEM  
10% Cs/Fe  
1% Penicillin/Streptomycin 
Medium für HEK GP2-293  
DMEM  
10% FCS  
1% Penicillin/Streptomycin 
Medium für humane Podozyten (N13)  
RPMI 1640  
5 % FCS   
0.8% Supplements 
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2.6 Kits und Reagenziensysteme 
 
Bezeichnung   
 
                  Zusammensetzung 
Gelaufreinigung ZymocleanTM Gel DNA 
Recovery Kit  
Zymo Research Corporation, Irvine, 
USA  
PCR Aufreinigung DNA Clean & Concentra-
torTM  
Zymo Research Corporation, Irvine, 
USA  
pENTR/SD/D-TOPO Cloning Kit  
Invitrogen Life Technologies GmbH, 
Darmstadt  
Plasmid Maxipräparation PureLinkTM HiPure 
Plasmid Filter Maxiprep  
Invitrogen Life Technologies GmbH, 
Darmstadt  
Plasmid Midipräparation PureLinkTM HiPure 
Plasmid Filter Midiprep 
Invitrogen Life Technologies GmbH, 
Darmstadt  
Plasmid Minipräparation ZyppiTM Plasmid 
Miniprep Kit 
Zymo Research Corporation, Irvine, 
USA  
Proteinbestimmung BCA (Bicinchoninic acid) 
Protein Assay Kit 
Bio-Rad Laboratories GmbH, Mün-
chen 
Quick Change® Site Directed Mutagenesis 
Kit 
Stratagene -jetzt- Agilent Technolo-
gies Sales & Services GmbH & 
Co.KG, Waldbronn 
 
 
2.7 Enzyme 
Um einen Verlust der Enzymaktivität zu verhindern bzw. zu minimieren, wurden die 
gelisteten Enzyme bei -20 °C gelagert.  
Bezeichnung   
 
                 Hersteller 
AccuprimeTM Pfx DNA Polymerase 
 Invitrogen Life Technologies GmbH, 
 Darmstadt  
Big Dye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit  
Invitrogen Life Technologies GmbH,  
Darmstadt 
Calf Intestine Alkaline Phosphatase, (CIAP), 
1.000 U 
Promega GmbH, Mannheim 
DNA Polymerase I, Large Fragment 
(Klenow)  
New England Biolabs GmbH, Frank-
furt a.M. Material  
Gateway® LR Clonase® enzyme mix   
Invitrogen Life Technologies GmbH, 
Darmstadt 
Go Taq DNA Polymerase Promega GmbH, Mannheim  
Lysozym   Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe  
Proteinase K   Qiagen GmbH, Hilden 
Pfu Turbo DNA Polymerase 
 
Stratagene -jetzt- Agilent Technolo-
gies Sales & Services GmbH & 
Co.KG, Waldbronn 
 
Restriktionsendonukleasen, Puffer und BSA 
New England Biolabs GmbH, Frank-
furt a.M. Promega GmbH, Mannheim  
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Bezeichnung   
 
                 Hersteller 
RNAse A 
Invitrogen Life Technologies GmbH, 
Darmstadt  
Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Promega GmbH, Mannheim  
T4 DNA Ligase und Puffer   Fermentas GmbH, St. Leon-Rot 
 
 
2.8 Antikörper  
2.8.1 Primäre Antikörper 
Antikörper   Hersteller   Spezies  
Konzentration 
Western Blot  
Konzentration 
IF/IHC 
β-Tubulin  
Sigma-Aldrich 
Chemie GmbH, 
München  
Maus   1:1000 1:100 
Anti-HS 
Vac14  
AG Weisman, Ann 
Arbor, USA 
Kaninchen 1:5000 - 
LAMP-1 
Developmental 
Studies Hybrido-
ma Bank, Univer-
sity of Iowa 
Maus 1:500 1:200 
LAMP-2 
Developmental 
Studies Hybrido-
ma Bank, Univer-
sity of Iowa 
Maus 1:1000 1:200 
CD63 
Developmental 
Studies Hybrido-
ma Bank, Univer-
sity of Iowa 
Maus 1:1000 1:200 
Atg7 
Cell Signaling 
Technology, Inc.,  
Danvers, USA 
Kaninchen 1:500 - 
LC3 
Cell Signaling 
Technology, Inc.,  
Danvers, USA 
Kaninchen 1:1000 1:750 
GAPDH 
Covance Inc., 
Princeton, USA   
Maus 1:2000 - 
 
2.8.2 Sekundäre Antikörper   
Antikörper 
Konzentration 
Western Blot 
Konzentration IF  Hersteller 
Alexa Fluor® 488 
konjugiertes Phal-
loidin  
- 1:100 
Invitrogen Life 
Technologies 
GmbH, Darmstadt 
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Antikörper 
Konzentration 
Western Blot 
Konzentration IF  Hersteller 
Alexa Fluor® 488 
konjugiertes α-
Kaninchen IgG  
- 1:1000 
Invitrogen Life 
Technologies 
GmbH, Darmstadt 
Alexa Fluor® 488 
konjugiertes α-
Maus IgG  
- 1:1000 
Invitrogen Life 
Technologies 
GmbH, Darmstadt 
Horse Radish Pe-
roxidase (HRP) 
konjugiertes α-
Maus IgG  
1:5000 - 
Jackson Immu-
noresearch Labor-
atories, Inc., Suf-
folk, England  
HRP konjugiertes 
α-Kaninchen IgG  
1:5000 - 
Jackson Immu-
noresearch Labor-
atories, Inc., Suf-
folk, England 
 
2.9 Software und Internetprogramme 
 
Software/Programm 
 
Anbieter/Hersteller 
 
Verwendung 
 
Adobe Acrobat Reader   
 
Adobe Systems, Inc. 
 
Dokumentbe-
trachtung 
 
 
AxioVision Rel. 4.8  
 
 
Carl Zeiss Imaging Solutions GmbH 
Bildbetrachtung/    
-bearbeitung 
basic local alignement 
search tool (BLAST)   
 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ 
Sequenzanalyse 
und -vergleich 
 
Corel Draw Graphics 
Suite X5 
  
 
COREL Corporation Ltd. 
 
Bildbearbeitungs-
programm 
Chromas v1.43   Technelysium Pty Ltd. 
DNA-
Sequenzanalyse 
 
GraphPadPrism  
  
 
GraphPad Software, Inc. 
Statistikprogramm 
und -auswertung 
ImageJ 1.45e   
Wayne Rasband (NIH) 
http://rsbweb.nih.gov/ij/index.html 
 
Bildbearbeitungs-
programm 
 
 
MS Office 2007  
(Word, Excel, Power-
point) 
 
Microsoft, Inc. 
Dokumenten-
erstellung 
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Software/Programm 
 
Anbieter/Hersteller 
 
Verwendung 
 
National Center for  
Biotechnology  
Information  
(NCBI) 
 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov 
 
Literatur-
recherche 
 
NEBcutter v2.0 
 
New England Biolabs 
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.p
hp)  
 
 
Sequenzanalyse  
Restriktions-
schnittstellen 
 
 
Universal Protein  
Resource  
 
http://www.uniprot.org   
 
Proteindaten-
bank 
 
 
Vector NTI  
 
Invitrogen Corporation 
Erstellung von 
Vektorkarten 
 
Windows XP,Vista,7  
 
Microsoft, Inc. 
 
Betriebssystem 
 
 
2.10  Organismen 
 
2.10.1 Bakterien 
 
Stamm 
 
   Genotyp 
 
   Referenz  
DH10B 
F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) 
φ80lacZΔM15 ΔlacX74 recA1 endA1 a-
raD139 Δ (ara, leu)7697galU galK λ- rpsL 
nupG /pMON14272 / pMON7124 
Invitrogen Life Technolo-
gies GmbH, Darmstadt 
DH5α  
F-Ф80 lacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169 
deoR recA1endA1 hsdR17(rk-, mk+) phoA 
supE44 thi-1 gyrA96 relA1 λ-  
Invitrogen Life Technolo-
gies GmbH, Darmstadt 
 
2.10.2 Eukaryotische Zellen 
 
Zelllinie 
 
   Beschreibung 
 
   Referenz  
HEK 293T  
Humane embryonale Nierenepithelzellen 
(Human Embryonic Kidney) Kultivierung: 
37°C, 5% CO2  
ATCC®-Nr.CRL-1573TM 
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Zelllinie 
 
   Beschreibung 
 
   Referenz  
HEK GP2  
Humane embryonale Nierenepithelzellen. 
Modifiziert zur Retrovirusproduktion. 
Stabile Integrierung der viralen Verpa-
ckungsgene gag und pol. Kultivierung: 
37°C, 5% CO2 
Clontech Laboratories, 
Inc., Mountain View, USA 
Immortalisierte 
humane Po-
dozyten 
Immortalisierte humane Podozyten; Kul-
tivierung zur Proliferation: 33°C, 5% CO2. 
Kultivierung zur Ausdifferenzierung: 
37°C, 5% CO2 (10-14 Tage) 
Saleem et al. 
(2002),JASN (85) 
N13  
Immortalisierte humane Podozyten; Kul-
tivierung: 37°C, 5% CO2 
AG Pavenstädt, unpubli-
zierte Podozytenzelllinie 
CV1  
 
Nierenzelllinie aus der äthiopischen 
Grünmeerkatze (Chlorocebus aethiops); 
Kultivierung: 37°C, 5% CO2  
 
 
ATCC® CCL-70™ 
 
 
2.11  Plasmide und Vektoren 
Zur Herstellung stabiler Zelllinien wurden Vektorkonstrukte verwendet, die mit einem 
Fluoreszenz-tag versehen sind. Dabei kamen die Protein-tags mCherry und EGFP zum  
Einsatz, die jeweils am N-Terminus des exprimierten Proteins lokalisiert sind. Weitere 
Konstrukte wurden für vorbereitende Schritte oder als Ausgangsvektoren für Umklonie-
rungen verwendet. 
 
Name 
 
            Beschreibung 
 
Referenz 
pQCXIP mcherry-N 
Vac14 
mcherry-konjugiertes Vac14 diese Arbeit  
pQCXIP mcherry-N 
Vac14 L156R 
mcherry-konjugiertes Vac14 mit 
L156R Punktmutation 
diese Arbeit 
pQCXIP mcherry-N 
Vac14 ∆505-782 
mcherry-konjugierte Vac14 Verkür-
zungsmutante mit fehlenden AS 505-
782 
diese Arbeit 
mcit hVac14  mcit-konjugiertes Vac14 
AG Weisman, Ann Ar-
bor, USA  (111) 
pQCXIP EGFP 
PATJ PDZ1-3 
EGFP-konjugiertes PATJ mit den 
PDZ-Domänen 1-3 
Ulf Schulze, AG Paven-
städt, Münster 
pVSV-G 
retrovirales Hilfsplasmid zur stabilen 
Transduktion; kodiert für env-
glykoprotein des Vesicular stomatitis 
virus (VSV) 
Clontech Laboratories, 
Inc., Mountain View, 
USA 
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2.12  Primer 
 
Mutagenese-Primer: 
 
Primer   
 
Sequenz (5´→3´) 
Vac14 L156R fwd  GAAAAGCGGATCTGAGCGCCTAGACCGCCTTT-
TAAAGG 
Vac14 L156R rev CCTTTAAAAGGCGGTCTAGGCGCTCAGATCCGCTTTTC 
 
Sequenzierungsprimer: 
 
Primer   
 
Sequenz (5´→3´) 
M13 fwd GTAAAACGACGGCCAG 
M13 rev   CAGGAAACAGCTATGAC 
pQCXIP fwd   ACGCCATCCACGCTGTTTTGACCT 
pQCXIP rev   GGAAAGACCCCTAGGAATGC 
hVac14seq831 AATGTGTGAGGTTGTTCTTGG 
hVac14seq1261 AGCGGCATCAGTGTCTTCAC 
hVac14seq1861 GACCTCAAGTTCGCCTCGAC 
hVac14seq421 GTGCTGACCTGCTTCAATGA 
hVac14seq2281 CAGTGCGTGCCCAACCCTGA 
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3 Methoden 
3.1 Molekularbiologische Methoden 
Gene, deren Funktion in Podozyten näher untersucht werden sollten, wurden über 
Plasmide in ihre jeweilige Zielzelle überführt. Zur Generierung von Plasmiden wurde 
das pENTR/D-TOPO Klonierungssystem von Invitrogen verwendet. Die DNA konnte im 
Anschluss aus dem pENTR-System über die Schnittstellen der Restriktionsenzyme 
Not/Pac1 in pQCXIP-Vektoren subkloniert werden. Hierbei bestand nun die Möglichkeit 
einer Selektionierung transfizierter bzw. transduzierter Zellen durch Puromycin. Die 
Verwendung des pENTR-Systems bot sich auf Grund seiner hohen Klonierungs-
Erfolgsrate an. 
Gewünschte Gene können über Amplifikation aus einer Podozyten cDNA library  ge-
wonnen und in das Vektorsystem inseriert werden. Ebenso besteht die Möglichkeit der 
Inserierung aus bestehenden Plasmiden. 
 
3.1.1 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Zur Amplifikation spezifischer DNA-Abschnitte eignet sich die Technik der Polymerase-
kettenreaktion (polymerase chain reaction). Sie ist eine der grundlegenden Techniken 
der heutigen Molekularbiologie (72).  
Hierzu werden, neben einer thermostabilen DNA- Polymerase, Ausgangs-DNA (temp-
late) und zwei passenden Oligonukleotidprimern, Puffer und Nukleotide benötigt. Mit-
tels des Thermocyclers erfolgt der Ablauf anhand des PCR-Programmes, welches sich 
typischerweise aus einem Denaturierungsschritt, einem Annealingschritt und einem 
Elongationsschritt zusammensetzt von denen mehrere Zyklen durchgeführt werden. 
Die Denaturierung findet allgemein bei ca. 94°C statt. Die hohe Temperatur führt zur 
Auftrennung der beiden Stränge des DNA-Templates. Eine anschließende Hybridisie-
rung erfolgt üblicherweise bei 55 °C, abhängig von der Zusammensetzung der Nukleo-
tide. Im Anschluss wird eine Elongation im Temperaturoptimum der Polymerase durch-
geführt, das eine optimale Zweitstrangsynthese ermöglicht. Durch Anwendung der 
PCR ließen sich z.B. Templates aus bestehenden cDNA libraries beliebig vermehren 
und für molekularbiologische Zwecke einsetzen sowie Sequenzierungsreaktionen (Ab-
schnitt 3.1.3) durchführen, deren genauere Analyse im Sequenzierungslabor des Uni-
versitätsklinikums Münster erfolgte. 
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Zur Amplifizierung aus cDNA bot sich der Einsatz der Accuprime Pfx Polymerase an, 
da sie proof reading Funktion besitzt und eingebaute Basen nochmals überprüft. 
Der  Ansatz einer Standard-PCR sah wie folgt aus. 
 
Komponente   Volumen (in µl)  
DNA (1:100)  
Endkonz.:400ng   
2  
Primer fwd   0,2  
Primer rev  0,2  
Puffer (10x)  5  
Accuprime™ Pfx   0,4  
H2O   ad 50 
 
 
Die weitere Übersicht zeigt die Temperatur, Länge der Zyklen und Zyklenanzahl an. 
 
Vorgang   Temperatur   Zeit  
Initiale Denaturierung   95°C  2min  
Denaturierung  95°C  15s  
Annealing   60°C   30s  
Elongation   68°C  1min  
finale Elongation   68°C   10min 
 
 
3.1.2 Klonierung von DNA-Fragmenten 
Der Begriff der Klonierung bezeichnet die Einführung eines DNA-Fragmentes in einen 
Vektor, auch Plasmid genannt. Der generelle Ablauf besteht aus einer Restriktion mit-
tels Restriktionsenzymen des einzufügenden DNA-Fragmentes (Insert) und des Plas-
mids. Das DNA-Fragment kann ebenso aus einem sog. Donorvektor gewonnen und in 
den sog. Akzeptorvektor überführt werden. Idealerweise werden für die jeweilige Rest-
riktion gleiche Restriktionsenzyme verwendet, wobei die Generierung von sticky ends, 
bei denen meist ein Überhang von zwei oder vier Basen ensteht, den blunt ends ohne 
Überhang vorgezogen wird. Überhänge lassen sich leichter ligieren und werden daher 
bevorzugt. 
} 35x 
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3.1.2.1 Restriktion von DNA 
Im Einzelnen wurden für die Restriktion 200 ng bis 2 µg DNA mit 10 bis 20U der ent-
sprechenden Restriktionsendonuklease mit dem für diese vorgesehenen Puffer ver-
setzt und gemäß Herstellerangaben vorgegangen. Meist erfolgte eine Inkubation des 
Restriktionsansatzes für 1h bei 37°C  und anschließender Hitzeinaktivierung für 10 Min 
bei 70°C. 
Die entstandenen Fragmente wurden mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. 
3.1.2.2 Agarose-Gel-Elektrophorese 
Die Anwendung von Agarosegel-Elektrophorese eignete sich besonders gut für die 
Auftrennung von DNA beispielsweise nach erfolgreicher Restriktion oder PCR (67). Je 
nach Größe des gesuchten DNA-Abschnittes kamen Gele mit 0,5%-2% Agarosekon-
zentration zum Einsatz. Je höher die Konzentration der eingesetzten Agarose, desto 
kleiner sind die Poren des Gels und desto stärker werden größere Fragmente zurück-
gehalten. Das Anlegen einer Spannung von 100-130 V geschah nach Einlegen in 1x 
TAE- Puffer und wurde verwendet, um DNA-Stränge nach ihrer Größe aufzutrennen. 
Auf Grund der negativen Ladung ihrer Phosphatreste wanderte die DNA in Richtung 
positiv geladener Anode der Apparatur. Kleinere Moleküle bewegten sich hierbei 
schneller durch das Gel. Die Anfärbung der DNA-Banden geschah durch Hinzugabe 
von 0.005 % Ethidiumbromidlösung in die geschmolzenen Agarosegele im Vorfeld der 
Elektrophorese. Ethidiumbromid interkalierte nach Zugabe der DNA mit den Doppel-
strängen. Unter Einsatz von UV-Licht wurden die Banden sichtbar und ließen sich bei 
Bedarf ausschneiden. Größenstandards mit definierter Basenzahl wurden als Vergleich 
parallel aufgetragen und konnten abgelesen werden (siehe Abschnitt 2.3). 
3.1.2.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel 
Aus dem Agarosegel per Skalpell ausgeschnittene DNA-Fragmente wurden mittels 
ZymocleanTM Gel DNA Recovery Kit nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Über-
prüft wurde die erfolgreiche Aufreinigung der DNA durch erneutes Auftragen eines Ali-
quots der eluierten DNA. Die erhaltene DNA konnte nun u.a. für weitere Klonierungs-
schritte verwendet werden. 
3.1.2.4 Dephosphorylierung von Vektor-DNA 
Zur Verhinderung einer Religation der geschnittenen Vektor-DNA, die v. a. bei der 
Verwendung von einer Restriktionsendonuklease durch das Auftreten kompatibler En-
den entstand, wurde das  5´-Ende der linearisierten DNA durch den Einsatz von alkali-
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scher Phosphatase dephosphoryliert. Nach dem Restriktionsverdau wurde der DNA, 
bei einem Volumen von 15 - 20 µl, 0.5 µl (1U/µl) einer alkalischen Phosphatase (calf 
intestine alkaline phosphatase (CIAP) oder die hitzeinstabile shrimp alkaline phospha-
tase (SAP)) sowie der passende Puffer zugegeben, für 30 Min bei 37°C und im An-
schluss zur Inaktivierung der Phosphatase für 10 Min bei 65°C inkubiert.  
3.1.2.5 Ligation von DNA 
Zur Fortsetzung der Klonierung wurden nun Insert-DNA und Vektor-DNA in einem mo-
laren Verhältnis von 1:3 ligiert. Unter Ligation versteht man die Verknüpfung von DNA-
Enden über eine Phosphodiesterbindung durch das Enzym Ligase. Hierbei wurde die 
T4-Ligase verwendet. Mittels T4-DNA-Ligase und einer entsprechenden Menge T4-
Ligase-Puffer wurden beide Komponenten bei einem Gesamtvolumen von 10 µl für 2 h 
bei Raumtemperatur (oder über Nacht bei 4°C) inkubiert und verbunden.  
Komponente   Volumen (in µl)  
Vektor             2 
Insert              2-4 
T4-Puffer             1 
T4-Ligase              1  
H2O              ad 10 
 
Es folgt die Transformation der ligierten DNA in Bakterien (siehe Abschnitt 3.2.3). 
 
3.1.2.6 Analyse positiver Klone 
Es musste überprüft werden, ob die Ligation erfolgreich stattgefunden hatte. Nach 
Transformation kam es zum Wachstum positiver Klone. Zum Ausschluss falsch-
positiver Kolonien (u.a. durch Relegierungen des Plasmids ohne Insert) wurden pro 
Agarplatte mittels Pipettenspitze Kolonien in Bakterienröhrchen mit 5ml antibiotikahalti-
gem LB- Medium überführt und bei 37°C und 180rpm über Nacht inkubiert. 
Bei erfolgreicher Anzucht wurde die DNA mittels Minipräparationen aufgearbeitet. Posi-
tive Klone wurden anhand einer erneuten Restriktionsanalyse mit anschließender Gel-
elektrophorese identifiziert (siehe Abschnitt 3.1.2.1 und 3.1.2.2). Traten die erwarteten 
Bandengrößen in der Gelelektrophorese auf, so schloss sich eine Sequenzierung des 
jeweils präparierten positiven Klones an (siehe Abschnitt 3.1.3). 
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3.1.2.7 Präparation von Plasmid-DNA 
Plasmid-Präparationen können für verschiedene Mengen an Bakterien und erwünsch-
ter DNA Ausbeute durchgeführt werden. Hierzu wurden Kits für Mini-, Midi- und Ma-
xipräparationen verwendet (siehe Abschnitt 2.6) und nach Angaben des Herstellers 
vorgenommen.  
Grundsätzlich wurde ein Bakterienlysat hergestellt. In den folgenden Schritten wurde 
ein Großteil bakterieller Proteine und Membranen sowie bakterielle DNA entfernt. Die 
gewonnene Plasmid-DNA wurde gereinigt. 
3.1.2.8 Aufreinigung, Reinheitsbestimmung und Konzentration der DNA 
Mittels Photometrie wurde die Reinheits- und Konzentrationsbestimmung von DNA-
Lösungen über die Messung der optischen Dichte (OD) vorgenommen. Dies geschah 
bei einer Wellenlänge von 260nm. Als Referenz diente das reine Lösungsmittel, in dem 
die Nukleinsäure in einer sinnvollen Verdünnung vorlag. Entscheidend bei der Bestim-
mung der Konzentration ist die OD, die Verdünnung der Lösung und ein spezifischer 
Multiplikationsfaktor. Eine Aussage über Proteinkontamination ergab sich aus dem 
Quotienten aus der OD260nm und der OD280nm. Bei einer proteinfreien Lösung lag ein 
Quotient von 1,8 bis 2,0 vor. Die Konzentration war entscheidend für die korrekte Do-
sierung der Menge an DNA. 
 
3.1.3 Sequenzierung von DNA 
Die Sequenzierung erfolgt durch Markierung der DNA mittels Fluoreszenzfarbstoffe. 
Diese sitzen an den Didesoxynukleotiden. Generell erfolgt die Sequenzierung nach der 
Kettenabbruchmethode von Sanger (87). Markierte Didesoxynukleotide (ddNTPs) er-
möglichen die Durchführung der  automatischen Sequenzierung in einem einzigen Ge-
fäß. Der Einbau der ddNTPs durch eine Polymerase führt zum Abbruch der DNA-
Verlängerung. Es entstehen unterschiedlich lange Stränge, aus denen die Position der 
Basen abgelesen werden kann. Eine Auftrennung erfolgte im UKM mittels Kapillar-
elektrophorese.  
Die erhaltenen Sequenzen konnten mit den Programmen Chromas und Vector NTI 
weiter bearbeitet werden. 
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Es wurde für die Sequenzierung folgender Ansatz und folgendes Programm für die 
PCR verwendet. 
Komponente   Volumen (in µl)  
DNA (500-800ng)      x 
Primer (10µM)      1  
BigDye®-Puffer      2  
BigDye®3.1 Reaktionsmix      2  
H2O      ad 10  
 
Temperatur  Zeit 
95°C   2min  
95°C   15s  
50°C   15s  
60°C   4min  
 
 
3.1.4 Durchführung von Mutagenesen 
3.1.4.1 Generierung von Punktmutationen 
Die Punktmutation L156R wurde in das Insert für Vac14 mittels Quick Change Site 
Directed Mutagenesis Kit von Stratagene eingeführt. 
Zwei spezifische komplementäre Primer mit enthaltener gewünschter Mutation wurden 
generiert. Durch Einsatz einer PCR konnte die L156R Mutation in das pQCXIP mCher-
ry Vac14 Plasmid überführt werden.  
Folgender Amplifikationsansatz wurde verwendet: 
 
Komponente Volumen (in µl) 
Plasmid-DNA  1 
PfuTurbo DNA Polymerase (2,5U/µl) 1 
Primer (125ng) je 0,5 
Reaktionspuffer (10x) 5 
dNTP Mix 1 
ddH2O ad 50 
 
} 30x 
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Folgendes PCR Programm wurde verwendet. 
Temperatur  Zeit 
95°C    30s 
95°C   30s 
55°C   1min 
68°C   11min 
 
Im Anschluss an die PCR wurde der Reaktionsansatz für 2min auf Eis gekühlt, um eine 
Temperatur von ≤37°C zu erhalten. 
Durch Einsatz von 1µl DpnI-Endonuklease wurde die nichtmutierte parentale DNA ab-
gebaut.  
Durch die Punktmutation der DNA wurde die Schnittstelle des Enzyms SacI zerstört. 
Eine Kontrollrestriktion half somit zu überprüfen, ob die Mutagenese erfolgreich war. Im 
Anschluss  konnte die erhaltene Mutation durch Sequenzierung überprüft und bestätigt 
werden (siehe Abschnitt 3.1.3).  
Darauf folgend konnte die mutierte DNA über beschriebene Klonierungsmethoden 
amplifiziert werden (siehe Abschnitt 3.1.2). 
  
3.1.4.2 Generierung einer Verkürzungsmutation  
Das Vac14 Insert wurde durch Restriktion mittels der Enzyme PacI und NaeI gekürzt, 
sodass nur noch eine Expression der ersten 504 AS erfolgen konnte. 
NaeI schnitt innerhalb des Vac14 Gen-Stranges in Form von blunt ends.  
Anschließend wurden überhängende Basenpaare der PacI Schnittstelle an der DNA 
durch Klenow Polymerase entfernt. Es entstanden ebenfalls blunt ends. Die Schnitt-
stelle von PacI wurde dadurch zerstört. Im Anschluss konnte das Insert jedoch mit dem 
gewünschten -ebenfalls mit blunt ends versehenen- Zielvektor PQCXIP mCherry ligiert 
werden. Die Anwendung der DNA Polymerase I, Large Fragment erfolgte nach Herstel-
lerangaben (siehe Abschnitt 2.7). Die anschließende Ligation erfolgte wie beschrieben 
(siehe Abschnitt 3.1.2.5). 
Mittels Restriktionsenzym BamH1 konnte eine Kontrollrestriktion durchgeführt werden, 
um zu überprüfen, ob das korrekte verkürzte Fragment vorlag. Wie erwartet, kam es 
dabei zu veränderten Fragmentlängen im Vergleich zum Vac14wt-DNA-Strang. Es 
schloss sich die Sequenzierung an (siehe Abschnitt 3.1.3). 
 
} 12x 
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3.2 Mikrobiologische Methoden 
3.2.1 Kultivierung von Bakterien 
Für die Kultivierung und Inkubation von Bakterien wurden LB-Medium und Agarplatten 
verwendet (siehe Abschnitt 2.5.1). Für eine gezielte Selektionierung kamen verschie-
dene Antibiotika zum Einsatz. Die eingesetzten Mengen variierten dabei (für Ampicillin 
100µg/ml, für Kanamycin 35µg/ml und für Gentamycin 10µg/ml). Die Inkubation erfolg-
te in Bakterienschüttlern oder Brutschränken bei 37°C. 
Für maximal einige Wochen konnten Bakterienkulturen und Klone auf Agarplatten 
durch Verschluss mit Parafilm im Anschluss bei 4°C gelagert werden. Langfristig be-
durfte es der Anlage einer Glycerinkultur und Lagerung bei -80°C. 
 
3.2.2 Herstellung kompetenter Bakterien 
Für eine erfolgreiche Klonierung wurden Bakterien mit guter Transformationskompe-
tenz benötigt. 
Die jeweiligen Bakterienstämme wurden hierzu mit 22ml TYM-Medium inokuliert und 
für ca. 2h bei 37°C und 180rpm inkubiert. Ziel war, eine OD600 von 0,5-0,6 zu erreichen. 
Für weiterführende Schritte wurden Zentrifuge, TfB1- und TfB2-Medium vorgekühlt. 
Nach anschließendem Aufteilen der Starterkultur auf 2 Gefäße wurde sie mit je 100ml 
TYM-Medium verdünnt und bis zu einer OD600 von 0,5-0,6 erneut inkubiert. Hiernach 
wurde mit TYM-Medium auf ein Volumen von 500ml aufgefüllt. Nach ca. 1h  war erneut 
eine OD600 von 0,5-0,6 erreicht und die Kultur wurde für 10 min. mit Eiswasser abge-
kühlt.  
Die Bakterien wurden nun in einer vorgekühlten Zentrifuge für 10 min bei 4°C und 
2500xg abzentrifugiert. Die Bakterienpellets wurden in 100ml TfB1-Medium resuspen-
diert, erneut zentrifugiert und im Anschluss in 10ml TfB2-Medium resuspendiert. Kleine 
Portionen (100µl) der Bakteriensuspension wurden in 1,5ml Reaktionsgefäße überführt 
und die Aliquots in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Durch den Glycerinanteil konn-
te eine Lagerung der Bakterien bei -80°C erfolgen. 
Mit den hergestellten Bakterien wurde eine Resistenz- und Kompetenz-Testung durch-
geführt. Hierzu wurde je ein Aliquot auf einer Agarplatte mit Kanamycin und Ampicillin 
ausgestrichen und bei 37°C über Nacht inkubiert, um spontane Resistenzen auszu-
schließen. Die Kompetenz wurde durch Transformation von 1ng  Plasmid-DNA, deren 
Aufbau bekannt war, überprüft. Pro µg verwendeter DNA sollte ein Zielwert von 10
7
 
Kolonien erreicht werden. 
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3.2.3 Transformation von Bakterien 
Nach Herstellung kompetenter Bakterien konnte DNA in Bakterienzellen übertragen 
werden. Dieser Vorgang wird als Transformation bezeichnet.  
Für die Transformation mittels Hitzeschock wurden ca. 100µl kompetenter Bakterien 
mit 100ng des Plasmids versehen, nachdem sie auf Eis aufgetaut waren. Nach Inkuba-
tion für 30min. auf Eis, wurde ein Hitzeschock für 45 sek. Bei 42°C durchgeführt. Nach 
einer erneuten Inkubation auf Eis für ca. 5min. wurde der Bakteriensuspension 300µl 
LB Medium zugegeben und das Gemisch anschließend 1h bei 37°C und 250rpm ge-
schüttelt. Es folgte die Ausplattierung der Bakterien auf selektiven, mit Antibiose verse-
henen Agarplatten und die Inkubation über Nacht. 
 
3.3 Zellbiologische Methoden 
3.3.1 Kultivierung eukaryoter Zellen 
Eukaryotische Zellen (HEK, CV-1, humane Podozyten) wurden für Immunfluoreszen-
zuntersuchungen sowie proteinbiochemische Untersuchungen nach Proteinexpression 
eingesetzt. Die Kultivierung erfolgte in Gewebekulturschalen verschiedener Größe 
(10cm Ø, 15 cm Ø, 6 well Schalen) unter sterilen Bedingungen. 
Generell ist auf eine kontinuierliche Versorgung und einen zeitigen Austausch des zell-
typischen Nährmediums (siehe Abschnitt 2.5.2) zu achten. Aufgrund stetiger Teilung 
und Vermehrung der immortalisierten Zellen, ist eine Reduktion der Zellen bzw. Auftei-
lung auf weitere Schalen erforderlich, sobald ein konfluenter Zellrasen (Monolayer) 
entstanden ist. Diese Passagierung erfolgte alle 2 - 3 Tage. Hierzu wurde durch Zuga-
be von Trypsin/EDTA eine Zellablösung initiiert. Nach Entfernung des Nährmediums 
erfolgte zunächst eine Zellwäsche durch vorsichtige Zugabe von 10 ml vorgewärmten 
1xPBS für eine 10cm Kulturschale. Nach Entfernung wurden die Zellen mit 200µl-500µl 
10xTrypsin/EDTA pro 10 cm Kulturschale für 5 -15min je nach Zelllinie bei 37°C inku-
biert. Sobald sich die Zellen abgelöst hatten, wurde das Trypsin mittels Zugabe von ca. 
9 ml vorgewärmten Mediums neutralisiert und nach Resuspension auf neue Gewebe-
kulturschalen verteilt. 
Je nach Zelltyp kamen verschiedene Bruttemperaturen zum Einsatz. HEK- und CV-1-
Zellen wurden bei 37°C kultiviert und passagiert. Humane immortalisierte Podozyten 
(generiert von Saleem et al.) sind mit einem temperatursensitiven Large T-Antigen 
transformiert, wodurch die Proliferation dieser Zellen ausschließlich auf die Kultivierung 
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bei 33°C beschränkt ist (85). Eine Passagierung dieser Podozyten findet somit auch 
generell nur bei 33°C statt. Für eine anschließende Differenzierung wurden die Podo-
zyten für 10 - 14 Tage bei 37°C inkubiert. Humane Podozyten vom Typ N13 verblieben 
für Proliferation und Kultivierung stets bei  37°C (siehe auch Abschnitt 2.10.2). 
  
3.3.2 Einfrieren und Auftauen eukaryotischer Zellen 
Für eine dauerhafte Lagerung wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff tiefgefroren. 
Nach dem Waschen mit PBS erfolgte zunächst wie zur Passagierung die Ablösung der 
Zellen durch 200µl-500µl 10xTrypsin/EDTA mit Inkubation bei 37°C. Die abgelösten 
Zellen wurden in 10ml Medium resuspendiert und im Anschluss für 5min. bei 1.000xg 
abzentrifugiert.  
Zur Resuspension des Zellpellets wurde 1 ml Kulturmedium mit 10 % (v/v) DMSO ein-
gesetzt. Dieses wurde anschließend in Kryoröhrchen überführt und zunächst für 24 h 
bei -20°C gelagert. DMSO sollte dabei die Bildung von Eiskristallen, die zellschädigend 
sind, verhindern. 
Für weitere 24 h erfolgte die Lagerung bei -80°C. Schließlich wurden die Röhrchen in 
flüssigen Stickstoff überführt. 
Wurden die Zellen benötigt, so wurden sie zügig in einem 37° warmen Wasserbad auf-
getaut und in vorgewärmtes Medium überführt. Nach Zentrifugation für 5min. bei 1.000 
xg bei RT wurde das Zellpellet nach Entfernung des Überstandes erneut resuspendiert 
und auf Gewebekulturschalen überführt.  
 
3.3.3 Transfektion eukaryoter Zellen 
Das Einbringen von DNA in eukaryote Zellen wird als Transfektion bezeichnet. Dabei 
unterscheidet man auf Grund der Dauer der DNA-Aufnahme und Expression in tran-
siente und stabile (dauerhafte) Transfektion. 
 
3.3.3.1 Transiente Transfektion von HEK 293T-Zellen 
Die transiente Transfektion von HEK 293T und HEK GP2-293 Zellen erfolgte mittels 
Präzipitaten aus Calcium-Phosphat und DNA. Am Abend vor einer Transfektion erfolg-
te die Passagierung der Zellen, sodass am nächsten Morgen eine Konfluenz von unge-
fähr 60% vorlag. Für eine 10 cm große Zellkulturschale wurden in einem 1.5 ml Reakti-
onsgefäß 500 µl 0.25 M Calciumchlorid (RT) und 10 µg Plamid-DNA vorgelegt. Nun 
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wurde unter Einsatz des Vortexers 500 µl 2 x HEBS tropfenweise zugegeben. Die er-
zeugte Transfektionslösung wurde im Anschluss gleichmäßig tropfenweise unter 
Schwenken der Zellkulturschale auf den Zellen verteilt. Die Zellen wurden im Zellkul-
turbrutschrank inkubiert. Nach 8h Inkubation im Brutschrank erfolgte ein Wechsel des 
Nährmediums und somit eine Beendigung der Transfektionsreaktion. 24-48h nach der 
Transfektion fand die Lyse der Zellen für die Protein-Gewinnung bzw. der Einsatz für 
andere Versuche statt. 
3.3.3.2 Transiente Transfektion von CV-1 Zellen 
Eine  Transfektion von CV-1 Zellen mittels Präzipitaten aus Calcium-Phosphat und 
DNA schien weniger erfolgsversprechend. 
Für eine transiente Transfektion von CV-1 Zellen kann eine Steigerung der Transfekti-
onseffizienz durch Einsatz des Transfektionsreagenzes LipofectamineTM 2000 von In-
vitrogen erzielt werden. Die Transfektion erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.  
 
3.3.4 Retroviraler Gen-Transfer und Expression 
Für humane Podozyten sind Transfektionsmethoden mit einer nur geringen Rate er-
folgreicher Transfektionen verbunden. Somit stellt eine retrovirale Transduktion eine 
sehr effektive Möglichkeit des Gentransfers in diesen Zelltypus dar. Transduktion be-
zeichnet das Einbringen von DNA in Zellen mittels eines viralen Vektors. Zellen können 
auf diese Weise stabil in ihrem Genom verändert werden. 
Zur Generierung einer stabil veränderten Zelllinie wurde das Retro-XTM System von 
Clontech eingesetzt. Es ermöglichte einen dauerhaften Einbau der DNA in das Zellge-
nom der Zielzelle. Mittels des Antibiotikums Puromycin konnten stabile Zellen gezielt 
selektioniert werden. Generierte stabile Podozytenzelllinien konnten somit für weiter-
führende Untersuchungen eingesetzt werden, ohne auf Toxizität und zeitliche Limitie-
rungen transienter Zellveränderungen achten zu müssen. 
Für das Retro-XTM System stand die Produktion von Retroviren im Mittelpunkt, die da-
raufhin für eine spätere Transduktion in die Zielzelle benötigt wurden. Das Grund-
schema des einfachen retroviralen Genoms besteht aus den 3 Genen pol,gag und env. 
Hinzu kommen Signalgeber und Steuerungsabschnitte. 
Die Funktion der Virenproduktion im Retro-XTM System übernahmen modifizierte HEK-
Zellen (GP-2), die bereits die viralen Gene gag und pol stabil in ihr Genom integriert 
hatten. Diese waren entscheidend für die Expression viraler Strukturproteine sowie die 
Polymerase. Der retrovirale Expressionsvektor mit der zu transduzierenden DNA sowie 
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das virale Hüllprotein env wurde in die Verpackungszelllinie co-transfiziert. Nach Trans-
fektion der Zellen erfolgten alle Schritte unter S2-Sicherheitsbedingungen. Bei dem 
Hüllprotein handelte es sich um das G-glykoprotein des vesikulären Stomatitis Virus 
(pVSV-G). Die DNA wurde in das Retrovirus verpackt. Freigesetzte Viren konnten nun 
durch Transduktion die DNA in die Zielzellen übertragen, die dort stabil in das Genom 
eingebaut wurde. 
3.3.4.1 Herstellung stabiler eukaryotischer Zellen 
Zunächst wurden HEK GP2 Zellen bis zu einer Konfluenz von 50-70% kultiviert. 
Die Transfektion erfolgte mittels Präzipitaten aus Calcium-Phosphat und DNA (siehe 
Abschnitt 3.3.3.1). Es sollten ca. 5µg des Expressionsvektors und 5µg des Envelop-
Vektors verwendet werden. Nach 8-10h wurde das Medium der HEK GP2 Zellen ge-
gen das Medium der Zielzellen ausgetauscht. Nach weiteren 72h konnte der Überstand 
der Zellen zur Entfernung von Zellresten und Partikeln durch einen 0,45µm Sterilfilter 
filtriert werden. Für die folgende Infektion durch Retroviren wurden die Zielzellen zuvor 
auf 6-well Zellkulturschalen bis zu einer Konfluenz von 40-50 % kultiviert. 
Die Infektion mit je 2 ml Virus erfolgte unter Zugabe von Polybrene (8µg/ml). Ergän-
zend wurde je 2ml Medium hinzugegeben und für 24h inkubiert. Diesem Schritt folgte 
die sog. Regenerationsphase bei der nach zweimaligem Waschen mit PBS die Zellen 
in einfachem Medium für 24h inkubiert wurden. 
Der oben beschriebene Durchgang mit Infektion und anschließender Regenerationszeit 
wurde wiederholt. 
Im Anschluss konnte mit der Selektion der stabil transduzierten Zellen mittels Puromy-
cin (2µg/ml) begonnen werden, das dem Medium zugesetzt wurde. Zur Kontrolle der 
Selektionswirkung wurden nicht-transduzierte Wildtypzellen ebenfalls mit Puromycin 
behandelt und inkubiert. Nicht-transduzierte Zellen sollten nach ca. 2 Tagen abgestor-
ben sein. Nach zweimaligem Umsetzen und Passagieren waren S1-Bedingungen er-
füllt und die Zellen konnten für weiterführende Untersuchungen verwendet werden. 
 
3.3.5 Herstellung von Zelllysat 
Kultivierte Zellen konnten zur näheren Analyse exprimierter Proteine lysiert werden. 
Hierzu wurden die Zellen nach vorsichtigem Absaugen des Mediums in eiskaltem 
1xPBS gewaschen und die Schalen anschließend in einer Eiswanne senkrecht positio-
niert, um schließlich auch Reste des PBS entfernen zu können. Die Zellen wurden je 
nach Größe der Zellschale mit 150µl-500µl Lysispuffer versehen und mit einem Zell-
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schaber mechanisch gelöst. In je 15ml des Lysispuffer war zuvor eine Tablette eines 
Proteaseinhibitors gegeben worden (complete-Tablette). Dadurch wurde der Pro-
teinabbau reduziert. Die abgelösten Zellen konnten im Anschluss in ein 1,5ml Reakti-
onsgefäß überführt und das Lysat mit einer 1 ml Spritze mit Kanüle (20G) mechanisch 
homogenisiert werden. Es folgte eine Inkubation auf Eis für 10min. In einer vorgekühl-
ten Zentrifuge wurde das Lysat für 30min bei 4°C und ≥14.000xg zentrifugiert und der 
Überstand in ein neues vorgekühltes Reaktionsgefäß transferiert. Im Anschluss be-
stand die Möglichkeit der sofortigen Weiterverwendung oder der Lagerung bei  -20°C. 
 
3.3.6 Wound Healing Assay 
Wird künstlich ein konfluenter Zellrasen mit einer „Wunde“, durch künstliches Einfügen 
eines zellfreien Bereiches, versehen, kommt es zu einer gerichteten Wanderung von 
Zellen in das zellfreie Areal. Die Geschwindigkeit, mit der ein Verschluss dieser Wunde 
erfolgt, ist ein Maß für die Migrationsfähigkeit der Zellen. 
Im Versuch kamen spezielle Trenneinsätze, sog. ibidi® culture inserts, zum Einsatz, 
die durch eine Silikontrennwand eine klar definierte zellfreie Lücke von 500µm Breite 
erzeugen. Sie besitzen 2 Kammern links und rechts der Trennwand, in denen die zu 
untersuchenden Zellen im Brutschrank kultiviert werden konnten. Die Inserts wurden 
auf 35mm µ-dishes von ibidi® eingesetzt. Nach Entfernung des Trenneinsatzes konnte 
das Migrationsverhalten der Zellen per Mikroskopie dokumentiert und anschließend 
ausgewertet werden. 
Auf Grund des 2-kammerigen Systems war es möglich, verschiedene Zelllinien gegen-
über zu setzen und somit vergleichend die Wanderungs- bzw. Besiedlungsgeschwin-
digkeit ausgehend von einer gesetzten Markierung am Gefäß von zu untersuchender 
Zelllinie und Kontrollzelllinie zu ermitteln.  
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3.4 Proteinbiochemische Methoden 
3.4.1 Konzentrationsbestimmung proteinhaltiger Lösungen 
Die Bestimmung der Proteinkonzentration ist wichtig, um bei Beladung eines SDS-
Polyacrylamidgels die jeweils gleichen und somit vergleichbaren Gesamtmengen an 
Proteinen auftragen zu können.  
Hierzu diente das BCA assay kit, dessen Funktionsweise auf einem kolorimetrischen 
Nachweis beruht. Der Test basiert primär auf zwei Reaktionen. Cu2+-Ionen reagieren 
zunächst mit Proteinen zu Cu+-Ionen. In der Folge bilden zwei Moleküle der Bicincho-
nin-Säure (BCA) einen Komplex mit je einem Cu+-Ion und es entsteht ein violettes Pro-
dukt. Der Farbumschlag konnte mit einem ELISA-Reader bei einer OD562nm nachge-
wiesen werden. Über das Absorptionsspektrum konnte auf die Menge an Protein in der 
Lösung geschlossen werden. 
3.4.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)  
Proteine können durch Gelelektrophorese ihrer molekularen Größe nach aufgetrennt 
werden. Hierzu wurden SDS-Polyacrylamidgele (SDS-PAA-Gele) mit diskontinuierli-
chem Puffersystem eingesetzt (62). Sodium-dodecylsulfat (SDS) überdeckt die Eigen-
ladung von Proteinen und es entsteht eine negative Gesamtladung. Dies ermöglicht 
eine Auftrennung nach Kettenlänge. SDS-PAA-Gele bestanden aus zwei Gelanteilen  
verschiedener Zusammensetzung, einem Trenn- und einem Sammelgel. Diese wurden 
gemäß Rezeptur in unten stehender Tabelle hergestellt. Je nach Proteingröße wurden 
Gele mit 8-15% Acrylamid verwendet. Zunächst wurde das Trenngel hergestellt, in eine 
Gelkassette gegossen und mit Isopropanol überschichtet. Nach vollständiger Polymeri-
sation des Gels wurde das Isopropanol entfernt. Das in dieser Zeit hergestellte Sam-
melgel konnte nun auf das polymerisierte Trenngel gegossen werden. Zur Kammerung 
für die spätere Proteinbeladung wurde ein Plastikkamm mit Aussparungen in das 
Sammelgel gedrückt. Nach kompletter Polymerisation der Gele konnten sie mit Pro-
teinproben beladen werden. Zuvor wurden die Proteinproben mit Laemmli-
Probenpuffer versehen und für 5min bei 95°C denaturiert. Neben den Proben wurde 
das Gel zusätzlich mit einem Proteingrößenstandard beladen. Nachdem die Kammer 
geschlossen und mit 1 x Protein-Laufpuffer gefüllt worden war, wurde die Elektropho-
rese  mit einer Spannung von 175 V im Sammelgel und 200 V im sich anschließenden 
Trenngel durchgeführt.  
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Rezeptur SDS-PAA-Gele 
Komponente                    Trenngel 
 8%   10%   12%   15%  
H2O   3.7ml   3.2ml  2.6ml    1.8ml     
30% Acrylamidmix 2.1ml   2.7ml   3.2ml   4.0ml     
1,5M Tris/HCl pH 8,8   2.0ml   2.0ml   2.0ml    2.0ml     
10% SDS  0.08ml   0.08ml   0.08ml   0.08ml     
10% APS   0.08ml   0.08ml    0.08ml    0.08ml     
TEMED  0.005ml   0.003ml   0.003ml   0.003ml    
 
 
 
 
 
 
 
 
3.4.3 Western Blot 
Beim western blotting erfolgt eine Transferierung des SDS-PAA-Gels auf eine Memb-
ran. Das Western Blot-Verfahren bietet somit seit Einführung der Technik die Möglich-
keit Proteine durch Transferierung für weitere Untersuchungen zu fixieren (12;31).  
In dieser Arbeit kamen die Verfahren „semi-dry“ Blot und Tank Blot zum Einsatz. Für 
das „semi-dry“ Western Blot-Vefahren wurde eine aus PVDF (Polyvinylidendifluorid) 
gefertigte Membran verwendet, die in Methanol für 1min aktiviert und schließlich mittels 
Transferpuffer equilibriert wurde. Die Membran wurde auf zwei, in Transferpuffer ge-
tränkten, Whatmanpapier-Schichten in Größe des Gels aufgelegt. Es folgte die Platzie-
rung des SDS-PAA-Gels auf der Membran und aufliegend zwei weitere Lagen What-
manpapier. Wichtig war, dass alle Schichten gut in Transferpuffer getränkt waren und 
ohne Einschluss von Luftblasen auf der Anoden-Seite der Apparatur platziert wurden. 
Nach Verschluss der Kammer mit der Kathoden-Seite erfolgte der Proteintransfer bei 
einer angelegten Stromstärke von 1,5mA/m2 für 1-2h. Im Anschluss wurde eine Pro-
teindetektion mittels Antikörper durchgeführt.  
Das Tank Blot-Verfahren ähnelt dem „semi-dry“ Verfahren. Hierbei  wurden jedoch die 
beschriebenen Schichtungen beidseitig von dünnen Schwämmen umschlossen und in 
Komponente Sammelgel 
 5% 
H2O 2.1ml  
30% Acrylamidmix  0.5ml  
1M Tris/HCl pH 6,8   0.38ml  
10% SDS   0.03ml  
10% APS  0.03ml  
TEMED 0.003ml 
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Gelkassetten eingespannt. Hierbei war darauf zu achten, dass keine Blasen einge-
schlossen werden. Vor Einbau des SDS-PAA-Gels musste dieses je nach Dicke für 
15min-1h in Transfer-Puffer equilibriert werden. Der eingesetzte Transferpuffer wurde 
vor Verwendung auf 4°C gekühlt. Die Membran wurde wie oben beschrieben vorberei-
tet. Das gesamte Paket wurde gut in einem Transferpuffer (Tankblotpuffer) getränkt. 
Die Kassetten wurden in aufrechter Position in das Puffer-Gefäß eingeführt, dessen 
Elektroden an den Seitenwänden angebracht waren. Das Behältnis wurde mit Trans-
ferpuffer aufgefüllt. Die  Flüssigkeit wurde durch Verwendung eines Magnetstäbchens 
mit einem Magnetrührer umgewälzt. Es wurden Spannungen von 90 Volt angelegt über 
ca. 1,5-2h. Um Wärmeentwicklung zu reduzieren, erfolgten eine Platzierung der ge-
samten Kammer in einer Eiswanne sowie die Verwendung eines Kühlblockes innerhalb 
der Kammer. 
Der Tank Blot eignete sich besonders für das Blotten von großen Molekülen oder aber 
für ein präziseres Blot-Ergebnis insbesondere von schwierig zu transfrierenden Protei-
nen.   
 
3.4.4 Immunologischer Nachweis von Proteinen 
Transferierte Proteine können im Anschluss an das Blot-Verfahren mittels Antikörpern 
nachgewiesen werden. Ein proteinspezifischer Primärantikörper bindet an die gesuchte 
Struktur. Der hinzugegebene Sekundärantikörper erkennt universell Strukturen des 
Primärantikörpers, bindet an dessen konstante Bereiche und ist mit dem Enzym HRP 
(horse radish peroxidase) konjugiert. Das Konjugat katalysiert die Oxidation von Lumi-
nol. Es kommt zu Chemilumineszenz, dessen emittiertes Licht nun gemessen werden 
kann. Diese sogenannte ECL-Reaktion (enhanced chemiluminescence) ermöglicht 
einen sensitiven Nachweis von Proteinen. Es wurde wie folgt vorgegangen. 
Vor dem Einsatz von Antikörpern kam es zunächst zu einer Absättigung freier Protein-
bindungsstellen der PVDF-Membran. Dazu wurde die Membran mit Magermilchpulver 
in TBS-T für 1h bei 37°C oder über Nacht bei 4°C geblockt. Es folgten mehrere 
Waschschritte in TBS-T sowie die Verdünnung der Antikörper in gelöstem Magermilch-
pulver. Zunächst wurde die Membran für 1h bei Raumtemperatur mit dem Primäranti-
körper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für 5min folgte die Inkubation mit einem 
Sekundärantikörper. Es schloss sich ein dreimaliges Waschen der Membran und De-
tektieren der Proteinbanden mittels ECL-Reaktion an. Es wurden die Lösungen Lumi-
Light bzw. Lumi-Light Plus der Firma Roche verwendet. Die Dokumentation der Banden 
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erfolgte mittels Röntgenfilm bzw. mittels Aufnahme im Lumi-Imager F1 der Firma Ro-
che. 
 
3.4.5 Entfernung membrangebundener Antikörper 
Eine bereits zur Inkubation mit Antikörpern verwendete PVDF-Membran konnte erneut 
für weitere Antikörper eingesetzt werden. Zur Entfernung von gebundenen Antikörpern 
wurde die Membran 15min mit stripping-Puffer (siehe Abschnitt 2.4) bei RT unter leich-
tem Schütteln inkubiert. Für eine wiederholte Inkubation mit Antikörpern wurde an-
schließend die Membran mehrmals mit TBS-T (ca. dreimal 5min) gewaschen. Hiernach 
war die Membran für eine erneute immunologische Detektion bereit. 
 
3.5 Mikroskopische Methoden 
Die Funktion der Fluoreszenzmikroskopie basiert auf der Absorption und anschließen-
den Emission bestimmter Wellenlängen durch spezifische Moleküle (40). Diese einge-
setzten Fluorophore können als tag an Proteine gebunden werden, oder über Antikör-
per spezifische Zellstrukturen anfärben. Spezifische Wellenlängen werden durch Exzi-
tationsfilter aus dem Licht der Lichtquelle gefiltert und auf das Präparat geleitet. Das 
gesuchte Fluoreszenzlicht wird im Anschluss über das Okular direkt visuell oder über 
eine eingebaute Kamera detektiert. Es können im Anschluss weiterführende computer-
gestützte Auswertungen erfolgen. 
Das verwendete Mikroskop war in der Lage, sog. z-stacks von Objekten aufzunehmen. 
Dieses Modul ermöglichte es, Schicht-Aufnahmen in vertikaler Dimension aufzuneh-
men, um Informationen über die räumliche Anordnung zu erhalten.  
3.5.1 Immunfluoreszenzanalysen 
Ein ideales Verfahren zur Analyse von zellulären Strukturen und deren Veränderungen 
stellte die Immunfluoreszenzmikroskopie unter Einbeziehung des Life Cell Imaging dar. 
Auf Deckgläschen kultivierte Zellen wurden nach genauem Schema zunächst fixiert 
und letzten Endes mit Antikörpern gegen spezifische Strukturen angefärbt. Alternativ 
kam ebenso eine Transfektion bzw. Transduktion von Genen mit Fluoreszenz-tag für 
die Immunfluoreszenzmikroskopie zum Einsatz, jedoch war auch hierbei eine weitere 
Anfärbung mit Antikörpern möglich. 
Die einzelnen Vorgänge fanden bei RT statt. Nach Kultivierung der Zellen auf Deckglä-
sern wurden die Zellen zunächst einmalig mit kaltem PBS gewaschen und für 30min 
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mit 4% PFA fixiert. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die Inkubation der Zellen für 
5min in einer 50mM NH4Cl-Lösung. Nach weiteren drei Waschschritten konnten die 
Zellen in 100% Ethanol bei -80°C zunächst gelagert werden, oder sie wurden direkt 
weiterverwendet. Folgende Schritte konnten auf Parafilm mit je 50µl Tropfen pro Deck-
gläschen erfolgen. Die Deckgläschen wurden so positioniert, dass der Zellrasen nach 
unten in Richtung des Tropfens orientiert war. Die Zellmembranen wurden nun für 5min 
mit 0,2 % Triton X-100 permeabilisiert. 
Nach dreimaligem Waschen wurden die Zellen mit blocking-Lösung für 20min behan-
delt.  
Der erste Antikörper wurde nach Verdünnung in Antikörper-Lösung für 1Stunde inku-
biert. Hierzu wurde eine feuchte Kammer verwendet, damit es nicht zur Austrocknung 
des Inkubationsansatzes kam. Nach drei weiteren Waschschritten wurde mit der Inku-
bation des Sekundärantikörpers in 1000-facher Verdünnung für 30min fortgefahren. 
Der Zellkern konnte durch Zugabe von DAPI (1:5000) angefärbt werden. 
Nach erneutem dreimaligem Waschen wurden die Deckgläschen auf Objekträger mit-
tels Mowiol fixiert. Vor der Einbettung wurden die Deckgläschen jeweils für ca. 5 Se-
kunden in ddH2O gespült. Im Anschluss wurden sie in 15µl Mowiol eingebettet und 
anschließend 30min im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Fertige Präparate sollten mög-
lichst dunkel gelagert werden.  
Das Life Cell Imaging Verfahren wurde zur Untersuchung morphologischer Verände-
rungen während einer festgesetzten Zeitspanne angewendet. Auf speziell gefertigten 
Kulturschalen der Firma ibidi® konnten kultivierte Zellen nach Einstellung einer Wär-
meplatte auf 37°C  mittels Videomikroskopie analysiert werden. Durch die Aufnahme 
von zahlreichen Bildern mit engem Zeitintervall und Bildfolge konnten kurze Videose-
quenzen aufgenommen werden. 
 
3.5.2 Analyse mittels Lysotracker 
Das LysoTracker®-Verfahren von Invitrogen bietet die Möglichkeit, saure Komparti-
mente der Zelle spezifisch anzufärben. 
Hierzu wurden schwach basische Amine, die mit einem Fluorophor gekoppelt waren, 
eingesetzt. Bei neutralem pH-Wert waren sie nur partiell protoniert und die Permeati-
onsfähigkeit durch Zellmembranen war erhalten. Kam es im sauren Milieu zur Protonie-
rung der Substanzen, wurden diese in ihrer Permeationsfähigkeit eingeschränkt und 
zurückgehalten. Es kam zur Fluoreszenz-Emission bei 511nm Wellenlänge. Saure 
Strukturen konnten somit sichtbar gemacht werden. 
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Kultivierte Zellen wurden nach Behandlung mit LysoTracker®- Lösung mittels Life Cell 
Imaging analysiert. Die Behandlung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers. 
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4 Ergebnisse 
 
Bisher existierten keine expliziten Studien zu Vac14-Interaktionspartnern und –Effekten 
in humanen Podozyten. Neue Erkenntnisse dazu können somit einen neuen Blickpunkt 
auf Wechselwirkungen und Funktionen in diesem Zelltyp ermöglichen. 
Es gibt zahlreiche Proteine, deren Veränderungen mit Nierenfunktionsstörungen in 
Verbindung stehen. Polaritätsstörungen im Zusammenhang mit Podozytenver-
änderungen sind bereits bekannt und Studien zu endolysosomalen Veränderungen 
und Erkrankungen liegen ebenfalls vor (37;100). Zahlreiche Bedeutungen bei diesen 
Vorgängen sind jedoch immer noch unverstanden. Auf Grund der Komplexität der Vor-
gänge können regulatorische Proteine, die die Zellaktivität in verschiedene Richtungen 
steuern und Bindungen eingehen, hierbei von besonderem Interesse sein.  
 
4.1 Nachweis von Vac14 in Podozyten 
 
Ein Nachweis von Vac14 in der Niere erfolgte bereits in früheren Arbeiten (89). 
Es wurde nun aber das Vorkommen von Vac14 speziell in Podozyten analysiert und 
bestätigt. Bei der verwendeten Podozytenzelllinie handelte es sich, wie auch in weite-
 
 
Abbildung 7: Nachweis von endogenem Vac14 
(Immortalisierte humane Podozyten: iHP) 
Aus angegebenen Zelllinien wurde Lysat gewonnen (90µg Protein) und anschließend im Western Blot 
durch Einsatz eines Anti-Vac14 Antikörpers (Kaninchen) auf das Vorhandensein von endogenem Vac14 
untersucht. Vac14 verläuft bei ca. 72kDa und konnte in angegebenen Zelllinien nachgewiesen werden. 
Eine zweite dicke Bande ist ein Randeffekt des Antikörpers. Der Antikörper wurde zur Verfügung gestellt 
von L.S. Weisman, Ann Arbor, USA. 
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ren Studien, um eine immortalisierte humane Podozytenzellreihe (85). Des Weiteren 
zählten zu den untersuchten Zellen HEK und CV-1 Zellen (siehe Abschnitt 2.10.2). In 
CV-1 Zellen wurden ebenfalls weitere einführende Studien durchgeführt. 
 
4.2 PATJ-Vac14 Interaktion 
Studien der Arbeitsgruppe hatten bereits im Vorfeld gezeigt, dass Vac14  an den vor-
deren Teil von PATJ bindet. Dies sollte in weiterführenden Studien aufgegriffen werden 
und in einem Doppeltransduktionsansatz Anwendung finden.  
Es konnte mittels retroviraler Transduktion eine stabile Zelllinie durch Einbau in das 
Zellgenom generiert werden, welche in gleichem Maße Vac14 und PATJ überexpri-
miert. Die ersten 3 PDZ Domänen von PATJ (PATJ PDZ 1-3) hatten sich in Hefe 
Screens als Bindungsstellen ergeben (unveröffentlichte Daten AG Pavenstädt) und 
sollten daher auch in der Immunfluoreszenz eigesetzt werden. Die modifizierten Zellen 
exprimieren das gewünschte Protein mit einem mCherry-Fluoreszenztag, der über das 
generierte Plasmid mit Vac14 verbunden wurde. Das so markierte Protein leuchtete 
rot. PATJ PDZ 1-3 war mit einem grün leuchtenden EGFP-tag versehen. Nach Kultivie-
rung der stabilen Zelllinie auf Deckgläschen und anschließender Fixierung (siehe Ab-
schnitt 3.5.1) konnten Untersuchungen am Fluoreszenzmikroskop durchgeführt wer-
den. 
Die durchgeführten IF-Aufnahmen zeigten Kolokalisationen der beiden Proteine und 
ein Auftreten von Vakuolen. Anhand von zwei Kontrollansätzen mit alleiniger Vac14- 
Überexpression bzw. Überexpression von PATJ PDZ 1-3, wurde überprüft, ob diese 
morphologische Veränderung der Zellstruktur durch Wechselspiel beider Protein auf-
trat, oder nicht. 
Der Zellansatz mit PATJ PDZ1-3 führte jedoch nicht zu vermehrten Vakuolisierungen. 
Auch Zellen, die im Doppeltransduktionsansatz nur PATJ (Pfeile) überexprimierten, da 
sie das Vac14 Plasmid offenbar nicht aufgenommen hatten, bildeten keine vermehrten 
Vakuolen aus. Vac14 überexprimierende Zellen zeigten jedoch eine identische Mor-
phologie wie Zellen mit doppelter Transduktion (siehe Abb. 8). 
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Abbildung 8: Transduzierte Podozyten mit Vac14 und PATJ PDZ 1-3 
 
(A) Co-transduzierte Podozyten mit Vac14wt und PATJ mit den PDZ-Domänen 1-3 (PATJ PDZ1-3) wur-
den auf Deckgläschen kultiviert. Nach Fixierung der Zellen erfolgte die Dokumentation des Ergebnisses 
mit einer an ein Fluoreszenzmikroskop angeschlossenen Kamera. Bei gleichzeitiger Expression von PATJ 
(grün) und Vac14 (rot) (merge; gelbe/orange Zellen) setzte sich die Vac14-abhängige Vakuolisierung 
durch.  Zellen, die nur PATJ (Pfeile) überexprimierten, bildeten keine vermehrten Vakuolen aus. Der Zell-
kern wurde mit DAPI gefärbt. Maßstabsbalken: 20µm 
(B) Kontrollansätze mit alleiniger Transduktion und  Überexpression von Vac14 (rot) zeigten eine identi-
sche Morphologie wie doppelt transduzierte Zellen. PATJ - transduzierte und -überexprimierende Zellen 
(grün) zeigten keine vergrößerten Vakuolen. Der Zellkern wurde mit DAPI gefärbt. Maßstabsbalken: 20µm 
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4.3 Vac14 und Vakuolen in Podozyten 
Zur näheren Untersuchung der Vakuolenbildung wurde die Zelllinie mit Vac14wt 
(Abb.8) näher betrachtet, sowie die Mutante L156R des Vac14 Proteins generiert, die 
bereits in anderen Zelltypen des Körpers, wie in Studien beschrieben, einen Effekt ver-
ursacht hat, dessen Beschreibung den vorgefundenen Vakuolen des Wildtyps ähnelt 
(52). Vac14 L156R stellte eine Veränderung  an der Grundstruktur sowie der  Vac14-
Funktion dar und zeigte nach Kultivierung und Fixierung im Fluoreszenzmikroskop 
ebenfalls vergleichbare große und zahlreiche vakuoläre Strukturen (Abb.9). Bei dem 
Genprodukt dieser missense-Mutation wird an Position 156 durch eine Punktmutation 
die Aminosäure Leucin gegen Arginin ausgetauscht. 
Es kommt zu einer spezifischen Unterbindung der Interaktion von Vac14 und Fab1, 
jedoch nicht zwischen Vac14 und Fig4. Auch die Fähigkeit zur Dimerisierung bleibt bei 
der Vac14-Mutation erhalten. Vac14 L156R sorgt für das Ausbleiben einer Interaktion 
mit Fab1 und entspricht somit funktionell einem knockdown von Fab1 (52). 
Aufgrund  genannter Ergebnisse sollte eine Eingrenzung des Proteinabschnitts, der 
sich als ursächlich für einen vakuolären Phänotyp zeigt, versucht werden. Überlegun-
gen führten zur Vac14 Deletionsmutante Vac14∆505, der der C-terminale Anteil (die 
Aminosäuren 505-782) fehlt. Sie ist laut Studienlage unfähig zu dimerisieren und kann 
nicht mehr mit der Phosphatase Fig4/Sac3 (vgl. Abb.10) interagieren (48). Des Weite-
ren fehlt der Deletionsmutante auch das PDZ-Bindungsmotiv mit dem Vac14 unter an-
derem an PATJ binden könnte. Vac14∆505 zeigte bei Überexpression eine möglicher-
weise leichte, aber kaum merkliche Vakuolenbildung (Abb.9). Ein Vergleich der Vakuo-
lenzahl der verschiedenen Zellvarianten schloss sich an. Diese wurden mit einer Kon-
trollzelllinie, die nur mit dem mCherry-Leervektor transduziert worden war, verglichen. 
Eine Auszählung der Vakuolen von  mehr als 4µm Durchmesser mittels des Pro-
gramms ImageJ ergab eine signifikante Erhöhung in Vac14 wt und Vac14 L156R ge-
genüber der mCherry-Leervektor-Kontrolle. Vac14∆505 unterschied sich jedoch nicht 
signifikant. Auffällig war ebenso die zum Teil massive Größe einzelner Vakuolen in 
Vac14wt Zellen und Vac14 L156R Ansätzen mit Durchmessern von über 30µm. Zur 
Kontrolle dieses interessanten und teils unerwarteten Ergebnis wurde eine Transdukti-
on in einer zweiten Podozytenzelllinie durchgeführt. Dies erbrachte gleiche Ergebnisse. 
Nähere Aussagen bezüglich der dreidimensionalen Anordnung und Formierung der 
Vakuolen waren interessant. Aufnahmen mittels z-stack Modul (siehe Abschnitt 3.5) 
des Mikroskops konnten hier jedoch nur grob orientierende Daten liefern.  
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Dank der Expression des Vac14-Proteins mit Fluoreszenz-tag konnten Beobachtungen 
im Life Cell Imaging durchgeführt werden. Aufnahmen über mehrere Minuten zeigten 
kleinste Bewegungen der Vakuolen im Zellinneren. Eine etwaige Wanderung war in 
dieser Situation nicht zu beobachten.  
 
 
Abbildung 9: Überexpression von Vac14 und Mutationen in Podozyten 
 
(A) Dargestellt sind transduzierte Podozyten mit  Vac14 L156R, Vac14 wt und Vac14∆505. Nach Kultivie-
rung und Fixierung  der Zellen erfolgte die Dokumentation des Ergebnisses mit einer an ein Fluoreszenz-
mikroskop angeschlossenen Kamera. Vac14 L156R, Vac14wt zeigten Vakuolen, die sich optisch nicht 
unterscheiden ließen. Vac14∆505 zeigte eine möglicherweise leichte, aber kaum merkliche  Vakuolenbil-
Ergebnisse 
52 
 
dung. Übersichtsaufnahmen sind den vergrößerten Aufnahmen gegenübergestellt. Der Zellkern ist mit 
DAPI gefärbt. Maßstabsbalken: 20µm 
(B) Im Vergleich zu oberen Zelllinien ist hier die Kontrollzelllinie mit mCherry-Leervektor dargestellt. Hier 
fehlte eine massive Vakuolisierung. 
 
 
 
Abbildung 10: Schema eingesetzter Mutationen und Auswertung der Vakuolen 
 
(A) Schema der eingesetzten Varianten von Vac14 mit jeweils positivem oder negativem Ergebnis für 
Vakuolen. Vac14 wt und Vac14 L156R tragen beide ein PDZ-Bindemotiv am C-Terminus. Vac14∆505 fehlt 
ein C-terminales Stück. Dies ist für Dimerisierung und die Bindung zu Fig4 verantwortlich (48). 
(B) Es zeigte sich ein massives Auftreten von Vakuolen in den Wildtyp-Zellen mit einer vereinzelten Größe 
von über 30µm Durchmesser. Aufgrund des unerwarteten Befundes  wurde eine mehrmalige Durchfüh-
rung der Transduktion auch in einer zweiten Podozytenzellart (N13-Zellen) vorgenommen mit jeweils glei-
chem Ergebnis. 
(C) Eine Auszählung der Vakuolen von  mehr als 4µm Durchmesser mittels des Programms ImageJ ergab 
eine signifikante Erhöhung in Vac14 wt und Vac14 L156R gegenüber der mCherry-Leervektor-Kontrolle. 
Vac14∆505 unterschied sich jedoch nicht signifikant. 
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4.3.1 Vac14 und Zytoskelett 
Die Struktur der Vac14wt war merklich verändert. Demnach kam die Frage auf, ob eine 
Veränderung im zytoskelettalen Gerüst vorliegen könnte. Aufnahmen zeigten sogar 
Deformitäten des Zellkerns. Zur Klärung, inwiefern eine starke morphologische Verän-
derung, wie sie in Vac14wt Zellen auftauchte, sich ebenfalls in einer Veränderung der 
zytoskelettalen Struktur widerspiegelte, wurden Vac14wt-Zellen und Kontrollzellen mit 
mCherry-N Kontrollvektor wie bereits früher beschrieben auf Deckgläschen kultiviert 
und anschließend fixiert.  
Es folgte die Anfärbung mit einem ß-Tubulin-spezifischen Antikörper. Tubulin ist 
Hauptbestandteil der Mikrotubuli und übernimmt zentrale Funktionen in der Stabilisie-
rung der podozytären Struktur, der Motilität und des intrazellulären vesikulären Trans-
portes. 
 
 
 
Abbildung 11: Einfluss der Vakuolisierung auf die podozytäre Zellarchitektur 
 
Transduzierte humane Vac14wt Podozyten und Leervektor (mCherry) transduzierte Podozyten wurden auf  
Deckgläschen kultiviert. Die Zellen wurden nach Fixierung mit Antikörpern gegen ß-Tubulin inkubiert. An-
schließend erfolgte die Dokumentation des Ergebnisses mit einer an einem Fluoreszenzmikroskop ange-
schlossenen Kamera. Durch die Vakuolisierung durch Vac14wt (rot) wirkte das Tubulin-Gerüst (grün) 
zusammengedrückt. In der Peripherie der Zellen wirkte das Tubulin-Gerüst nicht verändert im Vergleich 
zur Kontroll-Aufnahme. Die Aufnahmen zeigen, wie auch in früheren Bildern ersichtlich, eine Veränderung 
der Morphologie des Zellkerns. Im Mischbild (Merge) ist dies gut zu sehen.   
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Ebenfalls ist ein perinukleäres Auftreten von Vakuolen in Vac14-Zellen ersichtlich. In der Kontrolle werden 
diese Veränderungen nicht sichtbar. 
Der Zellkern wurde mit DAPI gefärbt. Maßstabsbalken: 20µm 
 
Aus Abbildung 11 geht hervor, dass die Vakuolisierung der Vac14wt  Zellen zu einer 
starken Veränderung des Tubulin-Gerüstes führten. Ebenfalls schien hierbei ein Effekt 
auf die Tubulinverteilung zu bestehen. Im Bereich der Vakuolen wirkte das Tubulin-
Gerüst zusammengedrückt. In der Peripherie der Zellen wirkte das Tubulin-Gerüst in-
takt. Die Aufnahmen zeigen, wie auch in früheren Bildern ersichtlich, eine Veränderung 
der Morphologie des Zellkerns. Kontrollzellen zeigen keine derartigen Veränderungen. 
Aufnahmen mit Anfärbung des Aktin-Gerüstes waren nicht erfolgreich. Für weiterfüh-
rende Untersuchungen scheint dies interessant. Anzunehmenderweise ergibt sich da-
bei ein ähnliches Bild. Zur quantitativen Untersuchung von ß-Tubulin wurden Western 
Blot-Analysen durchgeführt (siehe Abb. 13). Die Menge an ß-Tubulin war im Blot nicht 
verändert. 
4.3.2 Perinukleäres Auftreten von Vakuolen in Vac14-Zellen 
Insbesondere Aufnahmen mit zusätzlicher Anfärbung des Zytoskeletts zeigen, dass die 
großen Vakuolen vorzugsweise zellkernnah vorkommen und in der Zellperipherie kleiner 
bzw. nicht mehr sichtbar sind. Dies ist prinzipiell auch die Lokalisierung des Golgi-
Apparates in der Zelle. Bei näherer Betrachtung wird dieses Phänomen auch anhand der 
weiteren Aufnahmen mit Vac14 Zellen sichtbar (s.o.). 
 
4.4 Einführende Migrationsstudie 
Aufgrund dieses Ergebnisses sollte eine weiterführende Untersuchung Auskünfte über 
eine mögliche Veränderung in der Motilität bzw. Adaptionsfähigkeiten durch Überexpres-
sion von Vac14 liefern. Die Durchführung eines Wound Healing Assays sollte Aufschluss 
bringen. Mittels eines Wound Healing Assays war es möglich, das Besiedlungsverhalten 
und die Geschwindigkeit, mit der ein definiertes freies Areal erneut von Zellen besetzt 
war, zu ermitteln. Hierzu wurden kultivierte Podozyten mit Überexpression von Vac14 wt 
sowie Kontrollzellen mit Expression eines Leervektors mit EGFP zur besseren farblichen 
Abgrenzung ausgesät. Unter Verwendung von ibidi® culture inserts konnten beide Zellty-
pen einander gegenüber und voneinander separat bis zur vollständigen Konfluenz kulti-
viert werden. Anschließend wurde durch Entfernung einer industriell genormten Trenn-
wand ein klar definierter Spalt zwischen beiden Zelltypen gebildet, der eine Einwande-
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rung bzw. Re-Besiedelung ermöglichte. Eine Dokumentation eines Verschlusses des 
Spaltes bzw. der imitierten Wunde konnte mittels Videomikroskopie erfolgen.  
 
 
 
 
Abbildung 12: Wound Healing Assay mit Vac14wt Podozyten und Kontrollzellen 
 
(A) kultivierte Podozyten mit Überexpression von Vac14wt (rot) sowie Kontrollzellen mit Expression des 
Leervektors EGFP (grün) wurden einander gegenüber ausgesät und voneinander separat bis zur vollstän-
digen Konfluenz kultiviert. Anschließend wurde durch Entfernung einer industriell genormten Trennwand 
ein klar definierter Spalt zwischen beiden Zelltypen gebildet, der eine Einwanderung bzw. Re-Besiedelung 
ermöglichte.  
Eine Dokumentation eines Verschlusses des Spaltes bzw. der imitierten Wunde konnte mittels Videomik-
roskopie erfolgen. 36h bzw. 65h nach Aufhebung der Trennwand zeigte sich eine deutlich langsamere 
Besiedlung der überexprimierenden Vac14 Zellen im Vergleich zur Kontrollzelllinie.  
 
(B) Die Besiedlungsgeschwindigkeit wurde anhand der Veränderung der maximalen Zellfront ermittelt und 
mittels geeigneter Programme gemessen und ausgewertet. Die Darstellung im Balkendiagramm zeigt die 
unterschiedliche Geschwindigkeit der Besiedlung der beiden Zellpopulationen nach jeweils 36h und 65h. 
N=3,n=8; * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; *** = p ≤ 0,001 
 
In den Aufnahmen zum Zeitpunkt 36 und 65 h nach Aufhebung der Trennwand zeigt sich 
eine deutlich langsamere Besiedlung der überexprimierenden Vac14 Zellen im Vergleich 
zur Kontrollzelllinie. Die Besiedlungsgeschwindigkeit wurde anhand der Veränderung der 
Zellfront ermittelt und mittels geeigneter Programme gemessen und ausgewertet. 
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4.5 Genauere Charakterisierung der Vakuolen  
Zur näheren Untersuchung, ob neben starken morphologischen Veränderungen der 
Podozyten mit einer Überexpression von Vac14 auch eine Regulation der intrazellulä-
ren Proteinkonzentration erfolgte, wurden Proteine mittels IF- Aufnahmen und mittels 
Einsatz des Western Blot-Verfahrens unter Verwendung des Tank-Blot-Systems unter-
sucht. 
Hierbei war insbesondere die Analyse von endosomalen, lysosomalen Proteinen von 
zentralem Interesse. Zur Untersuchung kamen stabile veränderte Podozyten mit be-
reits erwähntem mCherry-N Vac14-Vektor zum Einsatz. Ebenfalls wurden Podozyten 
mit stabiler Integration des mCherry-N-Vektor-Gens als Kontrollzellen eingesetzt. Nach 
Inkubation erfolgte in großen Mengen die Gewinnung von Zelllysat. Nicht direkt einge-
setzte Mengen Lysat konnten bei -80°C gelagert werden. Nach Auftrennung der Pro-
ben auf einem SDS-PAA Gel wurden sie einer Western Blot Analyse unterzogen. 
 
 
 
 
Abbildung 13: Quantitativer Blot mit Vac14wt Zelllysat und Atg7 Nachweis 
 
(Oben) mCherry Vac14wt wurde stabil in Podozyten transduziert und exprimiert. Nach genügender Kulti-
vierung mit ausreichend dichtem Zellrasen wurden die Zellen lysiert und schließlich mittels Western Blot 
Technik auf eine Membran transferiert. Nach einer Inkubation mit Antikörpern gegen die Zielproteine 
erfolgte die Detektion der Proteinbanden durch die ECL-Reaktion. Detektierte Proteinbanden zeigen eine 
deutlich stärkere Intensität in Vac14wt Zellen als in der Kontrollzelllinie mit mCherry-Leervektor. 
Diagramm der densitrometrischen programmgestützten Auswertung der Proteinkonzentation mit signifi-
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kantem Unterschied in der Densitometrie und somit der Konzentration. 
 N=3,n=3; * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; *** = p ≤ 0,001  
 
(Unten) Als Kontrollbanden zur Bestimmung eines gleichmäßigen Einsatzes an Protein auf jeder Spur 
diente ß-Tubulin sowie GAPDH. Dies wird gleichmäßig hoch in Zellen exprimiert. Die Konzentration der 
untersuchten Proteine wurde in Relation zur Kontroll-Konzentration bestimmt.   
 
LAMP1 sowie auch LAMP2 befinden sich als integrale Proteine an der Membran von 
Späten Endosomen bzw. Lysosomen (36). CD63 tritt zum Großteil an der Membran 
von ILV´s aber auch an der äußeren Membran von MVB´s auf.  
Bei LC3 und Atg7 handelt es sich um autophagie-assoziierte Proteine. LC3 kommt in 
der Autophagosomenmembran vor und ist wichtig für Degradierungsprozesse (27;98). 
Atg7, ist Aktivator weiterer Proteine u.a. von LC3-I. 
Zur näheren Analyse wurden auch hierbei Immunfluoreszenz-Aufnahmen angefertigt. 
Hierzu wurden Vac14wt Podozyten und Leervektor (mCherry) transduzierte Podozyten 
auf Deckgläschen kultiviert und anschließend fixiert (siehe Abschnitt 3.5.1).  
Mit spezifischen Antikörpern gegen LC3, LAMP1, LAMP2 und CD63 konnten diese 
Proteine angefärbt und nachgewiesen werden. Für Atg7 stand zu dieser Zeit kein adä-
quater Antikörper für IF-Aufnahmen  zur Verfügung. Das Ergebnis des Immunoblots 
war jedoch hoch signifikant. Die Aufnahmen zeigen eine Anhäufung der Proteine in 
enger Assoziation zu Vac14 und den intrazellulären Vakuolen. In der Detail-Aufnahme 
wird dies noch deutlicher. Die jeweiligen Kontrollansätze  zeigen keine Vakuolen. Die 
anzufärbenden Strukturen waren in allen Kontrollansätzen nachweisbar. Die nachge-
wiesenen Mengen erschienen auch in der Immunfluoreszenz geringer als im Überex-
pressions-Ansatz.  
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Abbildung 14: IF und Quantitativer Blot zum Nachweis von CD63 und LC3 
 
 
(A)  
Transduzierte humane Vac14wt Podozyten und Leervektor (mCherry) transduzierte Podozyten wurden auf 
Deckgläschen kultiviert. Die Zellen wurden fixiert und mit Antikörpern gegen CD63 und LC3 inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Dokumentation des Ergebnisses mit einer an einem Fluoreszenzmikroskop 
angeschlossenen Kamera. Das transduzierte Vac14wt- Protein stellte sich auf Grund des mCherry-tags rot 
dar. CD63 wie auch LC3 (grün) zeigten eine deutliche Anhäufung in enger Assoziation zu Vac14 und im 
Bereich der Vakuolen. Im Mischbild (Merge) sowie in den Detail-Aufnahmen ist dies gut zu sehen. 
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Die jeweiligen Kontrollansätze zeigten keine Vakuolen. Auch hier war CD63 bzw. LC3 nachweisbar. Die 
jeweils nachgewiesene Menge erschien etwas geringer. Der Zellkern wurde mit DAPI gefärbt. Maßstabs-
balken: 20µm 
   
(B) 
(1a u.2a) mCherry- Vac14wt wurde stabil in Podozyten transduziert und exprimiert. Nach genügender 
Kultivierung mit ausreichend dichtem Zellrasen wurden die Zellen lysiert und schließlich mittels Western 
Blot Technik auf eine  Membran transferiert. Nach einer Inkubation mit Antikörpern gegen die Zielproteine 
CD63 und LC3 erfolgte die Detektion der Proteinbanden durch die ECL-Reaktion. Detektierte Proteinban-
den zeigen eine deutlich stärkere Intensität in Vac14wt Zellen als in der Kontrollzelllinie mit mCherry- 
Leervektor. 
(1b u. 2b) Diagramm der densitrometrischen programmgestützten Auswertung der Proteinkonzentration 
mit signifikantem Unterschied in der Densitometrie und somit der Konzentration. 
 N=3,n=3; * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; *** = p ≤ 0,001 
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Abbildung 15: IF und Quantitativer Blot zum Nachweis von LAMP1 und LAMP2 
 
(A)  
Transduzierte humane Vac14wt Podozyten und Leervektor (mCherry) transduzierte Podozyten wurden auf 
Deckgläschen kultiviert. Die Zellen wurden fixiert und mit Antikörpern gegen LAMP1 und LAMP2 inkubiert. 
Anschließend erfolgte die Dokumentation des Ergebnisses mit einer an einem Fluoreszenzmikroskop 
angeschlossenen Kamera. Das transduzierte Vac14wt- Protein stellte sich auf Grund des mCherry-tags rot 
dar. LAMP1 wie auch LAMP2 (grün) zeigten eine deutliche Anhäufung im Bereich der Vakuolen. Im 
Mischbild (Merge) sowie in den Detail-Aufnahmen ist dies gut zu sehen. 
Die jeweiligen Kontrollansätze zeigten keine Vakuolen. Auch hier war LAMP1 bzw. LAM2 nachweisbar. 
Die nachgewiesene Menge erscheint etwas geringer. Der Zellkern wurde mit DAPI gefärbt. Maßstabsbal-
ken: 20µm 
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(B) 
(1a u.2a) mCherry-N Vac14wt wurde stabil in Podozyten transduziert und exprimiert. Nach genügender 
Kultivierung mit ausreichend dichtem Zellrasen wurden die Zellen lysiert und schließlich mittels Western 
Blot Technik auf eine  Membran transferiert.  Nach einer Inkubation mit Antikörpern gegen die Zielproteine 
CD63 und LC3 erfolgte die Detektion der Proteinbanden durch die ECL-Reaktion. Detektierte Proteinban-
den zeigen eine deutlich stärkere Intensität in Vac14wt Zellen als in der Kontrollzelllinie mit mCherry- 
Leervektor. 
(1b u. 2b) Diagramm der densitrometrischen programmgestützten Auswertung der Proteinkonzentration 
mit signifikantem Unterschied in der Densitometrie und somit der Konzentration. 
 N=3,n=3; * = p ≤ 0,05; ** = p ≤ 0,01; *** = p ≤ 0,001 
 
4.6 Untersuchungen bezüglich des lysosomalen Charakters 
Die vakuolären Strukturen in Podozyten zeigten klare Anhäufungen der lysosomalen 
bzw. spät endosomalen Komponenten LAMP1, LAMP-2, CD63 sowie der Autopha-
gozytose-Marker Atg7 und LC3. Späte Endosomen und Lysosomen sind Strukturen mit 
erhöhtem Säuregrad. Die Ansäuerung beginnt in den Endosomen und nimmt bei der 
Reifung zu Lysosomen zu. 
Zur weiteren Untersuchung sollte nun der Säurecharakter der vesikulären Strukturen 
beleuchtet werden. Hierzu konnte der LysoTracker® von Invitrogen eingesetzt werden. 
Dabei kommen basische Amine zum Einsatz, die mit einem Fluorophor gekoppelt sind. 
Diese werden durch Protonierung in Vesikeln angehäuft. Sie eignen sich somit zum 
Nachweis saurer Strukturen (siehe Abschnitt 3.5.2). 
Vac14 wt Podozyten und Leervektor (mCherry) transduzierte Podozyten wurden auf 
speziellen Kulturschalen zur Durchführung von Video Mikroskopie kultiviert. Mit einer 
an ein Fluoreszenzmikroskop angeschlossenen Kamera wurde das Ergebnis doku-
mentiert. Vakuoläre Strukturen in Vac14wt-Podozyten zeigen eine starke Anreicherung 
der eingesetzten LysoTracker® -Komponente, die in der Kontrollzelllinie deutlich gerin-
ger ausfiel. Es handelte sich somit um saure Strukturen. Dieses Ergebnis stimmte mit 
der Annahme überein, dass es sich bei den untersuchten Strukturen um Lysosomen, 
Vor- oder Folgestufen lysosomaler Vesikel handeln könnte.  
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Abbildung 16: Anwendung des Lysotrackers in Vac14wt Podozyten 
 
(A) Transduzierte humane Vac14wt Podozyten und Leervektor (mCherry) transduzierte Podozyten wurden 
auf speziellen Kulturschalen zur Durchführung von Video Mikroskopie kultiviert. Vac14wt und zugehörige 
Kontrolle sind rot dargestellt. Mit einer an ein Fluoreszenzmikroskop angeschlossenen Kamera wurde das 
Ergebnis dokumentiert. Eine starke Anreicherung der eingesetzten LysoTracker® -Komponente (grün) in 
den Vakuolen der Vac14wt Podozyten wurde sichtbar, die in der Kontrollzelllinie deutlich geringer ausfiel. 
Maßstabsbalken: 20µm 
 
(B) Detail-Aufnahmen von Vakuolen zeigten kleine rundliche intravakuoläre Strukturen mit verstärkter 
Anreicherung der  LysoTracker® -Komponente (Pfeile). 
4.6.1 Intravakuoläre Strukturen in Vac14wt Zellen 
Multivesikuläre Körperchen sind Zwischenstufen auf dem Reifungsweg in Richtung 
Lysosomen mit Ausbildung intraluminaler Vesikel (ILVs).  
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Detail-Aufnahmen von Vakuolen zeigten kleine rundliche intravakuoläre Strukturen mit 
verstärkter Anreicherung der LysoTracker® -Komponente. 
Innervakuoläre weiterführende Untersuchungen waren nicht möglich, da es technisch 
schwierig umzusetzen ist und es sich um sehr kleine Strukturen im größeren Nanome-
ter bis kleinen Mikrometerbereich handelt.  
 
4.7 Übersicht über die Ergebnisse 
Eine orientierende Zusammenfassung der Ergebnisse sieht wie folgt aus. 
 
 
Abbildung 17: Zusammenfassende Darstellung des Effekts von Vac14 in Podozyten 
 
Die verschiedenen Einflüsse von Vac14 auf den Podozyten sind dargestellt. 
(1)  Eine Interaktionsprüfung anhand von Immunfluoreszenzstudien an transduzierten Podozyten mit 
PATJ und Vac14 fiel positiv aus. 
(2) Transduzierte Podozyten mit Vac14 L156R, Vac14wt und Vac14∆505 ergaben unterschiedliche Mor-
phologien. Vac14 L156R, Vac14wt zeigten Vakuolen, die sich optisch nicht unterscheiden ließen. 
Vac14∆505 zeigte keine vermehrten massiven Vakuolen. 
(3) Das Zytoskelett war deformiert und auch im Wound Healing Assay wurden definierte Lücken/ Wunden 
nur verlangsamt wieder geschlossen. 
(4) IF- Aufnahmen und Quantitative Blots zeigten eine Anhäufung der Proteine LC3, LAMP1, LAMP2 und 
CD63 und Atg7 teils in enger Assoziation zu den intrazellulären Vakuolen. Die Vakuolen hatten einen 
sauren pH-Wert. 
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5 Diskussion  
 
5.1 Die Interaktion Vac14/PATJ 
Die Ausbildung von Polarität ist entscheidend für den Podozyten, da er massiv von 
seiner großen apikalen Domäne geprägt wird (siehe Einleitung). Insbesondere apikales 
Trafficking ist somit relevant für die richtige Zuordnung von Strukturen in der Zelle und 
für den Erhalt der Polarität. 
PATJ steht in enger Verbindung mit gerichteten Prozessen wie einem apikalen Traffi-
cking. Dieser Sortierungsmechanismus entscheidet, inwiefern es zu einem Recycling, 
einer Weiterleitung oder Abfuhr von Transmembranbestandteilen kommt (65;108). 
Hier zeigt sich eine Verbindung zum endosomalen-lysosomalen System, das in diesem 
Zusammenhang eine Verteilerrolle übernimmt. 
Aufgrund seiner Regulator-Funktion mit Formierung, Fusionierung und Abspaltung en-
dosomaler Vesikel ist Vac14 hierbei von großem Interesse. PATJ stellt als Multidomä-
nen-Protein eine Plattform für Verknüpfungen bereit. Die Untersuchung beider Struktu-
ren war somit von großem Interesse.  
Stabile transduzierte Podozyten mit PATJ Überexpression zeigten eine Anhäufung des 
Proteins nicht nur in enger Verbindung zur Membran als einen Bereich für mögliche 
tight junctions, sondern auch vermehrt in perinukleären Arealen, in denen sich auch 
Vac14 vermehrt finden ließ. Beide Proteine zeigten sich in den jeweiligen Einzelansät-
zen mit Überexpression (Kontrollansätze) gehäuft in vergleichbaren Zellarealen (z.B. 
Abb. 8, Abb. 11). Dies stellt eine gute Voraussetzung für eine Wechselwirkung beider 
Proteine dar. Es folgte die Doppeltransduktion beider Proteine. 
Eine durch die Arbeitsgruppe bereits im Vorfeld durchgeführte Interaktionsprüfung im 
Y2H-Verfahren zwischen PATJ und Vac14 mit positivem Ergebnis konnte nun anhand 
von Immunfluoreszenzstudien an transduzierten Podozyten mit PATJ und Vac14 be-
stätigt werden. Eine eindeutige Kolokalisierung trat auf. Anhand eines CoIP-Verfahrens 
konnten in Ansätzen Interaktionen nachgewiesen werden, jedoch ergaben die mitge-
führten Kontrollspuren vereinzelt kontroverse Ergebnisse und waren somit nicht ab-
schließend verwertbar. 
Die angesprochenen Transduktionsergebnisse zeigten jedoch wichtige Erkenntnisse 
für die Bedeutung der Proteine, da bislang keinerlei Studien bezüglich genauerer Effek-
te von Vac14 mit PATJ in Podozyten erfolgt waren. 
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Es wurde zur Interaktionsstudie mit PATJ zunächst die Wildtyp-Form von Vac14 über-
exprimiert, da zunächst ein Effekt einer Interaktion beider Proteine im Vordergrund 
stand. 
Es zeigt sich in der erfolgten Co-Transduktion zusammen mit PATJ ein massiver Va-
kuolisierungsphänotyp. Dieser Effekt schien im Zusammenhang mit dem Einsatz von 
Vac14wt neu zu sein. Kontrollprüfungen ergaben keine Beinflussung des Effektes 
durch PATJ. Neben einer Interaktion der Proteine konnte somit eine Wirkung von PATJ 
auf Vac14 zunächst nicht festgestellt bzw. eine Wirkung downstream von Vac14 ange-
nommen werden. 
Festzuhalten ist also zunächst, dass PATJ eine Verbindung zu Vac14 eingeht. Welche 
Verbindung übernimmt nun Vac14 bei zellulären Prozessen und worauf ist die massive 
Vakuolisierung durch Überexpression zurückzuführen? Dieser Frage wurde im Folgen-
den nachgegangen. 
 
5.2 Kultivierte Podozyten mit Vac14-Überexpression 
Der Fokus wurde nun auf die eigenständige Untersuchung von Vac14 in Podozyten 
gelegt, die im Anschluss erfolgte. Klärungsbedarf ergaben hierbei die erwähnten mas-
siven Vakuolen nach Vac14wt-Transduktion. 
Aus früheren Studienergebnissen war zunächst bekannt, dass eine Punktmutation im 
Gen des Vac14 Proteins an Stelle 156 zu einer veränderten Morphologie in Form von 
großen intrazellulären Vakuolen in Fibroblasten und Auffälligkeiten in Neuronen führte 
(52). 
Es sollte versucht werden, dieses Phänomen ebenfalls in Podozyten zu induzieren und 
im Anschluss zu untersuchen. Es folgte eine Untersuchung des Phänotyps nach Über-
expression einer generierten Vac14 Mutante mit Punktmutation L156R. Hierbei stellte 
sich ebenfalls ein identischer Vakuolisierungseffekt ein. 
Zunächst unklar ist, welche Veränderung der Zelle im Detail für die Vakuolisierung im 
Podozyten verantwortlich ist. Anzunehmen wäre eine Reduktion des PI(3,5)P2- Spie-
gels. Zumindest zeigen bisherige publizierte Studien eine Korrelation dieser Faktoren 
in untersuchten Zellen. Hierzu zählen u.a. Hefezellen, Fibroblasten und Neuronen 
(u.a.(15;52;111)). Möglicherweise liegen andere oder weitere Modulationen in der Zelle 
der Vakuolenbildung zugrunde. 
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5.2.1 Betrachtung des Effektes der Vac14 L156R Mutante  
Vac14 agiert in seinem Komplex als Aktivator von Fab1. Fab1 generiert PI(3,5)P2 (89). 
In Studien mit Mausmodellen, die einen knockout des Gens für das Protein Vac14 so-
wie eine Punktmutation des Gens für Vac14 tragen, kommt es zum Auftreten von gro-
ßen intrazellulären Vakuolen und zu einer Abnahme der PI(3,5)P2 –Konzentration in 
dort untersuchten Zellen (52;111). Die Studien konzentrierten sich hierbei auf Zellen 
des Nervensystems. Die Veränderungen induzierten in beiden Fällen eine Neurodege-
neration der Mäuse. 
Das Modell der sogenannten ingls-Maus (infantile gliosis) entstand durch eine 
Punktmutation an Position 156 von Vac14 und wurde auch als Vac14 L156R Mutation 
bezeichnet. Vac14 L156R sorgt für das Ausbleiben einer Interaktion mit Fab1 und ent-
spricht somit funktionell einem knockdown von Fab1 (52). Bezogen auf die untersuch-
ten Podozyten mit Vac14 L156R-Überexpression kann also auch von einer Reduktion 
der Aktivität von Fab1 ausgegangen werden und es wäre eine Reduktion von PI(3,5)P2 
zu erwarten. Dies würde gemäß Studienlage das Auftreten von Vakuolen erklären kön-
nen (Abb.18). 
5.2.2 Warum treten Vakuolen in Vac14wt auf? 
Vac14wt ist jedoch zumindest in physiologischer Konzentration für die regelgerechte 
Gleichgewichtseinstellung der Phosphoinositide zuständig und würde somit also zu-
nächst nicht für eine Dysregulation der Konzentrationen von PI3P und  PI(3,5)P2 in 
Frage kommen. Ein starker Vakuolisierungseffekt wäre zunächst nicht zu erwarten 
gewesen. Jedoch lag nun eine Erhöhung der normalen Expression an Vac14- Protei-
nen vor. 
Entsprechend des Modells könnte eine gesteigerte Expression von Vac14 generell auf 
2 verschiedene Hauptkomponenten einwirken (Abb.18). 
Zum einen erscheint eine Aktivitätserhöhung von Fab1 möglich. Dies hätte jedoch ge-
mäß Studienlage eine Erhöhung der PI(3,5)P2–Konzentration zur Folge und würde 
eine  massive Größe der Vakuolen zunächst nicht erklären. 
Zum anderen könnte im Falle von Vac14wt der neu beschriebene Effekt der Überex-
pression auf eine gesteigerte Aktivierung der Phosphatase-Eigenschaft von Fig4 beru-
hen. Die Folge wäre ein Absinken des PI(3,5)P2 -Spiegels ähnlich wie bei Vac14 
L156R auf Grund der wohlmöglich stärkeren Beeinflussung von Fig4 im Gegensatz zur 
Aktivierung von Fab1. 
Auch wäre eine räumliche Inhibierung denkbar, die die Kinasefunktion von Fab1 ein-
schränkt (41). Bekannt ist auch eine Stabilisatorfunktion von Vac14 gegenüber Fig4. 
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Vac14 verhindert einen proteasomalen Abbau von Fig4 und erhöht bzw. stabilisiert 
somit dessen Menge (49). Letztendlich spricht die Tatsache, dass eine Vakuolisierung 
im Wildtyp-Modell auftritt, dafür, dass eine Aufhebung der Vac14-PIKfyve (-Fab1) In-
teraktion nicht der alleinige Grund für den vakuolisierenden Effekt in Podozyten sein 
kann.  
Es wäre also denkbar, dass es zu einer Einschränkung der Fab1-Aktivität kommt bei 
gleichzeitiger vermehrter Stabilität des Fig4-Proteins. Diese Überlegung könnte die 
Vakuolisierung erklären. Durch Untersuchungen an der Vac14 Deletionsmutante 
(505-782) kamen jedoch weitere Überlegungen in Betracht (s.u.). 
5.2.3 Was passiert bei Unterbindung einer Bindung von Fig4 an Vac14? 
Anzunehmenderweise wirkt Vac14 über seine 2 wichtigen Interaktionspartner Fab1 
und Fig4. Ein Einfluss auf Fab1 wurde bereits anhand der Mutante L156R analysiert. 
Es folgt nun die Betrachtung einer Vac14 Deletionsmutante (505-782), die unfähig ist 
zu dimerisieren und nicht mehr mit der Phosphatase Fig4 interagiert. Ebenso fehlt der 
Deletionsmutante auch das PDZ-Bindungsmotiv. Damit wird eine Verbindung zu PATJ 
ermöglicht (s.o.). Das C-terminale Fehlen der Aminosäuren 505-782 ergab keine signi-
fikante Erhöhung der Vakuolenzahl in Podozyten. 
Der ausbleibende Effekt der Verkürzungsmutante Vac14 delta 505-782 kann an der 
fehlenden Aktivierung der Phosphatase Fig4 liegen, denn somit würde die Phosphata-
se-Aktivität gehemmt und damit der Spiegel von PtdIns(3,5)P2 hoch behalten. Ein 
gleichzeitiges Fehlen einer interessanterweise vorliegenden Aktivatorfunktion von Fig4 
gegenüber Fab1 fällt ebenso weg (23). Die zweite Komponente, der Wegfall der Akti-
vatorfunktion, könnte  jedoch einen vergleichbaren Effekt wie in den Kontrollzellen er-
klären. Ho et al. zeigen in einer neuen Publikation, wie eng die Verbindungen der Pro-
teine im Komplex untereinander sind. Die enge Verknüpfung mag zunächst darstellen, 
weshalb die Effekte bei Veränderung von Komponenten des Komplexes noch nicht 
entgültig erklärbar sind (Abb.18 B). 
Auch die Studienlage bezüglich der Wirkweise von Fig4 und Vac14 ist facettenreich 
und uneinig (41). Die erzielten Ergebnisse lassen sich jedoch dahingehend zusammen-
fügen, dass sich durch den Vergleich mit Vac14wt-Zellen der Vakuolenphänotyp auf 
die C-terminalen Aminosäuren 505-782 eingrenzen lässt. Vielleicht ist also eine weitere 
Komponente mit ursächlich für eine Vakuolisierung, die bis dato nicht gefunden worden 
ist. Eine Eingrenzung des ursächlichen Abschnittes für Vakuolisierung in Podozyten 
konnte somit erfolgen und verspricht, weiterführende Erkenntnisse zu liefern. 
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5.2.4 Verbindung von Vakuolisierungsprozess und Vac14 
Eine mögliche Erklärung für eine Vakuolenbildung ist eine Reduktion des PI(3,5)P2 -
Levels in der Zelle. Phosphatidylinositolphosphate übernehmen zahlreiche Funktionen 
im Bereich fundamentaler Zellvorgänge. Dazu zählen Zellmigration, Aufbau und Ver-
änderung des Zytoskeletts, Metabolismus von Sphingolipiden und Transportvorgänge 
von Membranen und zugehöriger Fracht wie transmembranäre Proteine (102). Durch 
reversible Phosphorylierungen entstehen 7 verschiedene Varianten der Posphatidyli-
nositolphosphate. Eine Variante ist PI(3,5)P2. Phosphatidylinositol-phosphate entste-
hen durch das Wechselspiel verschiedener Kinasen und Phosphatasen, die für eine 
sehr schnelle Umwandlung der Substrate sorgen. Daher erweisen sich Phosphatidyli-
nositolphosphate als ideal geeignet für dynamische intrazelluläre Prozesse wie dem 
Transport von Membranen (102).  
Phosphoinositol-3-Phosphat und Phosphoinositol 3,5-Phosphat sind die zwei wichtigen 
Lipide, die entscheidend an der Ausbildung der Identität von frühen und späten Endo-
somen beteiligt sind (19;41;47;102). Phosphatidylinositolphosphate stellen ein großes 
Potential in der Beeinflussung zellulärer Vorgänge dar. Auf Grund ihrer Fähigkeit, die 
Lokalisation und Aktivierung verschiedener Effektorproteine (dazu zählen auch oben 
genannte Enzyme) zu regulieren, ergeben sich klare regionäre Protein-
Verteilungsmuster. Dies geschieht über spezifische PI-Bindedomänen der Effektorpro-
teine. Im Komplex um das Protein Vac14 (siehe Abschnitt 1.4.2) wird eine Verbindung 
über die Fyve-Domäne der Kinase Fab1 (PYKfyve) mit der Endosomenmembran her-
gestellt. Die Kinase sorgt für die Generierung von PI(3,5)P2 (48). Die Rekrutierung der 
jeweiligen Enzyme und weiterer Effektoren wie Ionenkanäle, Gerüstproteine, Motorpro-
teine oder Adapterproteine ermöglicht somit einen individuellen Identitäts-Code von 
Organellen und Membrandomänen (101). 
Da eine hohe Substratspezifität und spezifische Lokalisation der Enzyme vorliegt, 
ergibt sich eine feste Verteilung von PIs auf bestimmte Membran-Kompartimente. 
PI(3)P ist insbesondere an Frühen Endosomen lokalisiert und ist entscheidend an 
Membranorganisationsprozessen beteiligt, indem es endosomale Fusionen, Protein-
sortierungsvorgänge und Motilität der Endosomen kontrolliert. PI(3,5)P2 tritt an Frühen 
und Späten Endosomen auf und entsteht durch Phosphorylierung von PI(3)P. Die 
Menge an PI(3,5)P2 nimmt in der Maturation von frühen zu späten Endosomen immer 
weiter zu. 
PI(3,5)P2 ist nur in geringer Menge in den Zellen vorhanden. Anteilmäßig macht seine 
Konzentration nur ca. 0,8 % der Gesamtmenge der Phosphatidylinositolphosphate in 
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Säugetierzellen aus (48). Die Analyse der Menge in Podozyten ist ein vielversprechen-
der Plan. Ein Nachweis stellt sich aber zum einen auf Grund der geringen Menge als 
schwierig dar. Zum anderen werden hierbei komplexe Methoden zum Einsatz ge-
bracht, die hochspezialisierten Equipments bedürfen.  
Weiterhin besteht viel Potential in der Untersuchung von Funktionen von PI(3,5)P2. 
Genaue Prozessabläufe sind vielfach noch nicht ganz geklärt. Es scheint an der Aus-
bildung von Form, Größe und Azidität von endolysosomalen Strukturen beteiligt zu 
sein, sowie wichtig für Autophagie und Stressreaktion der Zelle. Ebenso sind Verbin-
dungen zum hormonellen System sowie dem Membran- und Ionen-Transport in der 
Literatur erwähnt. 
Klar wird, dass die Einstellung der Homöostase von PI(3,5)P2 und PI(3)P über ver-
schiedene Regulationen miteinander verbundener Wege erfolgt. Vac14 scheint gemäß 
Studien hier eine Schlüsselrolle in der Ausbalancierung der Wege zu spielen. Insbe-
sondere der Effekt von Vac14wt bleibt jedoch spannend, da er nicht genau in obiges 
Erklärungsmodell zu passen scheint. Ein veränderter Effekt in Nierenzellen im Ver-
gleich zu Neuronen, in denen viele Studien durchgeführt wurden, lässt sich möglicher-
weise auf eine veränderte Einstellung einer Balance aus aktivierenden, abbauenden 
und aufbauenden Komponenten/ Reaktionen zurückführen, da kleinste Veränderungen 
der Proteinkonstellationen über wechselseitige Interaktionen und Aktivierungswege 
bereits zu differierenden Effekten führen können. 
Was wäre jedoch, wenn biophysikalische Effekte in Podozyten, ausgelöst über verän-
derte Proteinexpressionen zu dem Ergebnis großer Vakuolen führen würden? Möglich-
erweise ist die Formierung der Vakuolen hierbei nicht von einer veränderten Ratio von 
PI(3)P/ PI(3,5)P2 bestimmt. Interessant ist hierbei der Ansatz einer näheren Untersu-
chung des C-Terminus von Vac14. Der Vakuolenphänotyp ließ sich auf die C-
terminalen Aminosäuren 505-782 eingrenzen. Er kann Ansatzpunkt weiterer Regulati-
onsvorgänge und Bindungen sein und in der Folge ein neues Modell von Komplexbil-
dung und Vakuolenenstehung bedingen. Einige Punkte in bestehenden Modellen von 
Vac14 bleiben noch nicht endgültig geklärt und der C-Terminus beinhaltet einige sog. 
DUF (Domänen unbekannter Funktion) (48). Es bedarf weiterführender Klärung, um 
diesen feinjustierten Komplex zu durchschauen und abschließend einzuordnen. Ab-
schließend sollte auch die Verbindung zur Klinik gezogen werden. Vakuolen treten im 
Zusammenhang mit podozytären Erkrankungen auf, die mit schwerer Schädigung und 
Podozytenverlust verbunden sind (14;34;84;93;99;110) (siehe auch Abschnitt 5.4.2). 
Krankhafte Sortierungs- und Traffickingprozesse mit Vakuolen könnten über verschie-
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dene Wege Pathologien erzeugen. Denkbar wäre ein Einfluss auf das Zytoskelett z.B. 
im Sinne einer räumlichen Behinderung der Zelle oder aber das Vorliegen gestörter 
endosomaler Entwicklungsprozesse und Anhäufung von abzubauendem Material oder 
aber defekte Transportvorgänge, die zu Schäden in der Zelle führen. Hilfreich ist dabei 
eine genauere Charakterisierung der Vakuolen und Untersuchungen, wie sie sich auf 
das Zytoskelett auswirken. 
 
 
Abbildung 18: Erklärungsmodell für Vac14 
(A) Dargestellt ist ein vereinfachtes Erklärungsmodell der Rolle von Vac14 und Komplexpartnern in der 
Regulation von PtdIns(3,5)P2. Vac14 agiert als Aktivator von Fab1 und Fig4 (83;89). Vac14 verhindert 
ebenfalls einen proteasomalen Abbau von Fig4 und wirkt somit als Stabilisator (49). Anzunehmen ist 
eine Aktivatorfunktion von Fig4 auf Fab1 (23). Neue Studien weisen insgesamt auf ein komplexes Wech-
selspiel der Proteine hin (41). Das Zusammenspiel der Komponenten des Komplexes ist somit entschei-
dend für die Homöostase von PI(3,5)P2, die bei Dysregulation zu Funktionsstörungen der Zelle führt. 
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(B) Unter Berücksichtigung neuer Studien ergibt sich eine enge Verknüpfung der einzelnen Komplex-
Proteine. Dabei bindet Fab1 über seine FYVE-Domäne an die Membran, über die CCT- und CRD-
Domänen besteht die Verbindung zu und Vac14, dass in dieser Darstellung als Multimer vorkommt. Die 
KIN Domäne von Fab1 wandelt PI3P in PI(3,5)P2 um. Fig4 kann dies umkehren und bindet an Vac14. 
Das Vorkommen von Atg18 im Komplex wird angenommen. Vac7 taucht als Bindungspartner in Hefezel-
len auf. 
Bild modifiziert nach (41) 
 
5.3 Genauere Charakterisierung der Vakuolen 
Der Begriff der Vakuole als größerer von einer Membran umschlossener Raum findet 
sich klassischerweise und permanent in Pflanzen, Hefezellen und Protozoenzellen, 
deren Funktion zum einen die Aufrechterhaltung von Stabilität und Morphologie ist so-
wie u.a. als Zentrum enzymatischer Aktivitäten unter Aufrechterhaltung eines speziel-
len Milieus zu fungieren (39). 
Das Äquivalent einer Vakuole in Säugerzellen sind am ehesten die Endo-Lysosomalen 
Strukturen (36). Somit dient der Begriff demnach zunächst einer morphologischen Be-
schreibung größerer vesikulärer Strukturen. 
Es wurde Näheres zu Ursprung und Eigenschaften der Vakuolen der transduzierten 
Vac14-Podozyten untersucht. 
Da zunächst laut aktuellen Studien PI(3,5)P2 an Endosomen und Lysosomen generiert 
zu werden scheint, ist dort auch Vac14 als Regulator und Aktivator zu vermuten 
(41);(18). Eine genaue Eingrenzung auf ein spezifisches Kompartiment stellt sich als 
schwierig dar. Spezifische Marker für Membrankompartimente lassen jedoch eine Ein-
engung vornehmen. 
Im Rahmen der Arbeit durchgeführte quantitative Untersuchungen sowie Betrachtun-
gen der Zellen mittels Fluoreszenzmikroskopie ergaben eine Anhäufung von LC3, 
Atg7, LAMP1, LAMP2, CD63 sowie einen Nachweis einer Ansäuerung mittels 
LysoTracker®  Fluorophor. Hierbei wurde mittels spezieller Western Blot-Technik ein 
quantitativer Nachweis erbracht. Insbesondere das sogenannte Tank Blot-Verfahren 
eignete sich für ein präziseres Blot-Ergebnis speziell von schwierig zu transfrierenden 
Proteinen.  
Aufbauend auf vorherigen Informationen (siehe Abschnitt 1.4.3) folgt eine kurze Erläu-
terung der Endosomenformierung. 
Frühe Endosomen (EEs) entstehen größtenteils aus Fusionierung von Endozytose-
Vesikeln. Teils werden Bestandteile dem Recycling zugeführt. Ein anderer Weg leitet 
Material zur Degradation über späte Endosomen (LEs) zu Lysosomen weiter. Bereits in 
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EEs werden Bestandteile der Membran des Endosoms nach innen abgeschnürt und es 
entstehen erste ILVs. Integrale Membranproteine und Lipide gelangen auf diese Weise 
in das Lumen des Endosoms. Dieser Mechanismus ermöglicht über Umlagerungs- und 
Knospungsvorgänge einen gezielten Abbau von Bestandteilen, die zunächst der De-
gradation nicht zugänglich waren (27;47). Intensiviert wird dieser Vorgang jedoch in 
LEs. Es kommt zur Anhäufung zahlreicher Vesikel. Teilweise wird auch von MVBs ge-
sprochen. Internalisiertes Material ist somit bei späterer Fusionierung mit Lysosomen 
den intraluminalen Degradationsprozessen ausgesetzt.  
MVBs/LEs wandern schließlich von der Zellperipherie in Richtung perinukleärer Areale, 
wo es zu Fusionen u.a. mit Lysosomen und Bildung von Hybridorganellen kommt 
(6;47). 
Die Heterogenität im Endosomal/lysosomalen System kommt durch ein sehr dynami-
sches und adaptierendes Kontinuum der Strukturen zustande. Diese korrekte Weiter-
führung von Reifungsprozessen scheint bei veränderter Vac14-Expression und Funkti-
on nicht mehr adäquat ablaufen zu können. Es kommt zu großen Vakuolen. 
 
Für die Zersetzung von Substanzen benötigen Lysosomen ein saures Milieu zur opti-
malen Aktivierung der zahlreichen Hydrolasen. Der Säuregrad nimmt in Lysosomen 
schließlich auf Werte von ca. pH 5 zu. Die Ansäuerung beginnt jedoch bereits in den 
Endosomen. 
Multivesikuläre Körperchen nehmen ausgehend vom frühen Endosom, als ein Be-
standteil des Degradierungs-Pfads, in Richtung Lysosomen an Azidität von pH 6,2 auf 
ca. pH 5,5 zu. Sie treten dabei in gesunden Zellen üblicherweise mit einem Durchmes-
ser von 500nm auf (53). MVBs sind nun insbesondere von Interesse, da sie eine hohe 
Konzentration von CD63 aufweisen und dies in großem Maße in Vac14-Podozyten 
nachgewiesen wurde.  
Welcher Typ von Vakuolen liegt nun aber in Vac14 überexprimierenden Podozyten 
vor? 
Die Untersuchung mittels Lysotracker zeigte, dass es sich bei den Vakuolen um saure 
Kompartimente handelte. Diese Erkenntnis hilft bei der orientierenden Zuordnung. 
Ein quantitativer Nachweis von EEA-1 ergab in den veränderten Zellen mit Vakuolen 
keine signifikante Veränderung der Menge. EEs scheiden somit als mögliche Kandida-
ten eher aus. 
Die große Menge der Proteine LAMP1, LAMP2 sowie CD63 deuten auf LEs/MVBs 
oder Lysosomen als mögliche Kandidaten hin.  
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Ebenso zeigten insbesondere Aufnahmen (Abb.11), dass die großen Vakuolen vorzugs-
weise zellkernnah vorkommen und in der Zellperipherie kleiner bzw. nicht mehr sichtbar 
waren. Sie konzentrierten sich also in perinukleären Arealen wie es bekanntermaßen 
auch bei LEs/MVBs geschieht. 
Diese ersten grundlegenden Untersuchungen sprechen für einen Stopp des Vorganges 
im Bereich der Generierung von MVBs sowohl auf Grund der Aziditäts-Untersuchung 
als auch insbesondere auf Grund der Anreicherung von CD63. Ebenso waren Detail-
Aufnahmen ein erstes Indiz für das Vorkommen von ILVs. Es fielen kleine intraluminale 
Strukturen auf. CD63 ist 7fach häufiger an ILVs als an der äußeren Endosomen-
Membran, der CD63-Antikörper weist CD63 jedoch nicht im Inneren der Vakuolen 
nach, da er die Membran nicht penetriert. Der Verdacht auf MVBs ist jedoch aufgrund 
der massiven Erhöhung der Expression im Western Blot naheliegend. Vorbereitend 
kommt es zur vollständigen Lyse der Zellbestandteile und somit auch zum Nachweis 
von CD63  intraluminal. Die intraluminalen kleinen Anreicherungen bzw. Strukturen, die 
im Lysotracker sichtbar wurden, könnten jedoch ebenso etwas anderes als ILVs dar-
stellen. Es kommen zum Beispiel intraluminale ungleiche Verteilungen der Amine mit 
Verklumpungen in Frage. Weitere Untersuchungen sollten hier vielleicht näheren Auf-
schluss bringen können. Weitere Untersuchungen der Arbeitsgruppe (unveröffentlichte 
Daten AG Pavenstädt) zur räumlichen Anordnung der innerzellulären Strukturen wei-
sen auf das Vorhandensein von ILVs hin. 
Wie lässt sich nun eine physiologische stete Maturation und Transformation von Endo-
somen erklären? Ein plausibler Grund scheint der einhergehende Stopp bestimmter 
Funktionen wie das Recycling von frühen Endosomen zu sein, nachdem eine Reifung 
zum späten Endosom erfolgt ist. Die „Tore für den Rückweg“ schließen sich somit zu-
nehmend. Eine Degradation wird vorbereitet. Zahlreiche Veränderungen stellen sich 
auf diesem Weg ein. Herauszugreifen sei hier die sehr entscheidende Konversion von 
Phosphoinositiden (47). 
An dieser Stelle möchte ich nun die bereits angesprochene Bedeutung von Vac14 auf 
das Gleichgewicht von PI(3)P und PI(3,5)P2 aufgreifen, da diese zwei wichtigen Lipide 
entscheidend an der Ausbildung der Identität von frühen und späten Endosomen betei-
ligt sind. Auch für die Invagination von MVBs werden die angesprochenen Lipide benö-
tigt. Sie ermöglichen u.a. eine Bindung von Sortierungsproteinen (19;41;47;102).  
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Im endosomal-lysosomalen System übernimmt PI(3,5)P2 auch Aufgaben im retrogra-
den Transport vom Endosom zum Golgi-Apparat und insbesondere im vorwärtsgerich-
teten Transport bei der Maturation und möglichen Fusionen zu Endolysosomen. 
Interessant ist eine Verbindung zur Autophagie. In Studien zeigt sich eine entschei-
dende Bedeutung für Degradation oder Recycling von Autophagosomen (30).  
Diese korrekte Weiterführung von Reifungsprozessen von Endosomen scheint bei ver-
änderter Vac14-Expression und Funktion nicht mehr adäquat ablaufen zu können. 
5.3.1 Wie stehen die Vakuolen in Beziehung zu Autophagie? 
Zunächst haben die durchgeführten Untersuchungen gezeigt, dass sowohl die Kon-
zentration von LC3-II als auch Atg7 in den vakuolisierten Zellen signifikant erhöht wa-
ren. Wie ist dies nun einzuordnen?  
Zur Erhaltung der zellulären Homöostase bezüglich langlebiger Proteine, zellulärer 
Makromoleküle und Organellen, ist das lysosomale Degradationssystem der Autopha-
gozytose involviert (27;57). Eine Aktivierung erfolgt physiologischerweise vor allem  
unter schwierigen Umgebungsbedingungen wie einem Nährstoffmangel für die Zelle. 
Weitere Bedeutung erhält es bei Alterungsprozessen, programmiertem Zelluntergang, 
Antigenpräsentation. Defizite des Autophagozytosesystems korrelieren eng mit insbe-
sondere Neurodegenerativen Erkrankungen (27). Neue Studien der nephrologischen 
Forschung zeigen als wichtige Möglichkeit für den Podozyten proteinurischen Erkran-
kungen entgegenzuwirken, eine vermehrte Aktivität der lysosomalen Degradation von 
zerstörten Proteinen und Organellen über das System der Autophagozytose. Generell 
scheint Autophagozytose bei Podozyten auf einem ungewöhnlich hohen Grundniveau 
zu liegen und stellt einen sehr interessanten Forschungsbereich dar (37). Bei der Au-
tophagozytose steht der Abbau von Material im sog. Autophagolysosom am Ende einer 
Kaskade bestehend aus Rekrutierung von Membranen, assoziierten Proteinen, Lipiden 
und Effektoren (27).     
Evolutionär konservierte Proteine der Gruppe der Atg´s (autophagy related) in Form 
eines multimeren Komplexes werden nach Aktivierung einer Induktionskaskade für 
einen koordinierten Ablauf der Autophagozytose-Schritte benötigt. Dies sind zum einen 
das Atg5-Atg12-Konjugationssystem, sowie das System mit Konjugation von LC3 (27). 
Der sog. Beclin-Komplex initiiert die Rekrutierung von Atg- Proteinen. Zusammen mit 
Membranbestandteilen, deren Ursprung im endoplasmatischen Retikulum gesehen 
wird, bildet sich schließlich der Vorläufer des Phagosoms, das Phagophor aus (57). 
Neben den beschriebenen zwei Systemen sind weitere Bestandteile beteiligt. Dazu 
zählen weitere Atg`s wie 7,10,16. Das LC3-Protein wird über eine Konjugation mit 
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Phosphatidylethanolamin von der cytosolischen LC3-I Variante in die membranbinden-
de LC3-II Form umgewandelt. LC3-I  wird dabei durch Atg7 aktiviert und bleibt nach 
Rekrutierung an die Isolationsmembran des Phagophors mit dem komplettierten Pha-
gosom assoziiert (27;98). Es übernimmt unter anderem selbst Rekrutierungsfunktion, 
indem es das p62-Protein, das selbst ubiquitinierte Proteinfracht bindet, in das Phago-
som einbezieht (58).  
Nach Ausbildung des Phagosoms kann eine Fusion mit frühen Endosomen, späten 
Endosomen oder MVBs erfolgen. Das dabei entstandene Amphisom geht durch Fusion 
mit Lysosomen in die proteindegradierende Form des Autolysosoms über (27). LC3 
kann generell bei Untersuchungen als Marker für Autophagie verwendet werden 
(71;98). Intraluminale Strukturen der MVBs und zelleigene Strukturen aus Phagoso-
men können somit gemeinsam degradiert werden. 
Inwiefern kommt nun Vac14 dabei vor? 
 
 
 
Abbildung 19: Endosomen und Autophagozytose im Zusammenhang mit Vac14 
 
A: Frühe Endosomen bilden bereits erste ILVs mittels Sortierungsproteinen. Die Abschnürung von Vesi-
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keln nimmt zu. Es entstehen MVBs. MVBs können mit Autophagosomen fusionieren. 
B: Nach Rekrutierung von Atg- Proteinen zusammen mit Membranbestandteilen, deren Ursprung im en-
doplasmatischen Retikulum gesehen wird, bildet sich schließlich der Vorläufer des Phagosoms, das Pha-
gophor aus (57). Diese ersten Membraneinheiten umhüllen zu degradierende Organellen oder Makromo-
leküle. Zahlreiche verschiedene Atg-Proteine spielen dann eine Rolle in der Entwicklungreihe in Richtung 
Autolysosom.  
Das LC3-Protein (auch Atg8 genannt) wird über eine Konjugation mit Phosphatidyl-ethanolamin von der 
cytosolischen LC3-I Variante in die membranbindende LC3-II Form umgewandelt. LC3-I  wird dabei durch 
Atg7 aktiviert und bleibt nach Rekrutierung an die Isolationsmembran des Phagophors mit dem komplet-
tierten Phagosom assoziiert (98). Es rekrutiert unter anderem selbst Proteinfracht (58). Nach Ausbildung 
des Phagosoms kann eine Fusion mit MVBs erfolgen. Das dabei entstandene Amphisom geht durch Fusi-
on mit Lysosomen in die proteindegradierende Form des Autolysosoms über (27).  
Ferguson et al. postulieren eine entscheidende Rolle für Vac14 und der Konzentration von PI(3,5)P2 im 
letzten Abschnitt zwischen Amphisom und Autolysosom. Entscheidend sind Störungen im Fusions- 
und/oder Recyclingvorgang von Membranen. 
 
Bild modifiziert nach (27)  
 
Ferguson et al. postulieren eine entscheidende Rolle für Vac14 und der Konzentration 
von PI(3,5)P2 bei Reifungsprozessen im letzten Abschnitt zwischen Amphisom und 
Autolysosom. Dabei existieren zwei Überlegungen. In der ersten Variante tritt PI(3,5)P2 
als molekulares Signal für eine Fusion von Amphisomen und Lysosomen zu reifen Au-
tolysosomen auf. Fehlt es, so bleibt die Fusion aus. 
In der zweiten Variante besteht die Möglichkeit einer Hemmung des Recyclingvorgan-
ges von Autolysosom-Membrananteilen, die zur Neuformierung von Autolysosomen 
benötigt werden, somit kommt es zur Anhäufung des Vorläuferstadiums (30). 
Inwiefern dieses Modell den tatsächlichen Gegebenheiten entspricht, bleibt noch offen. 
Unklar ist auch noch, ob es sich auf die Erkenntnisse in Podozyten übertragen lässt, da 
weitere Überlegungen mit einbezogen werden müssen (siehe Abschnitt 5.2.4). 
 
5.4 Einfluss von Vac14 auf das Zytoskelett 
Die durch Vac14 modifizierte Zelle ist morphologisch stark verändert und dies spiegelt 
sich auch in ihrer Funktionalität wider.  
Das Zytoskelett war in IF-Aufnahmen deformiert und auch im Wound Healing Assay 
wurden definierte Lücken/ Wunden nur verlangsamt wieder geschlossen. Anzunehmen 
wären dabei zum einen eine schlechte Migrationseigenschaft oder aber eine abge-
schwächte Proliferationsfähigkeit. 
Beides ließe sich mit Veränderungen von zytoskelettalen Strukturen in Verbindung 
bringen, wobei jedoch abschließende weitere Untersuchungen tieferen Einblick gewäh-
ren müssen. Dies ist nur eine erste Bestandsaufnahme von Pathologika im Zusam-
menhang mit Vac14 in Podozyten.  
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5.4.1 Größe der Vakuolen und Deformität der Zellen 
Vereinzelt traten Vakuolen mit einem Durchmesser von über 30µm auf. Intrazelluläre 
Bestandteile wie auch das Zytoskelett müssen sich an diese Raumverhältnisse adap-
tieren.   
Die ß-Tubulinstruktur erschien deutlich verändert und im Bereich der Vakuolen zu-
sammengedrückt, die Menge an ß-Tubulin war jedoch im Blot nicht verändert. Vac14 
hat demnach keinen Effekt auf die Expression von ß-Tubulin. Jedoch kann auch eine 
veränderte Formierung in der Zelle zu Einschränkungen führen. Der Wound Healing 
Assay zeigte hierbei eine reduzierte Geschwindigkeit der Re-Besiedlung an. Zwei mög-
liche Ursachen sind hier zunächst naheliegend. Zum einen eine reduzierte Migration 
zum anderen kommt auf Grund der gesamten Betrachtungsdauer von 65h auch eine 
reduzierte Proliferation in Frage. Beides kann mit einer veränderten intrazellulären 
Struktur im Einklang stehen.  
5.4.2 Auswirkungen von Strukturveränderungen durch Vac14 auf den   
Podozyten  
Nach näherer Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse kommen weiterhin sowohl 
räumliche, zytoskelettale Veränderungen sowie endosomale Störungen, eingeschränk-
te Abbauvorgänge und gestörte Traffickingprozesse in Frage für mögliche Pathologika. 
Alle diese Vorgänge können miteinander verbunden sein. 
Auf Umweltreize und -veränderungen kann der Podozyt im gesunden Zustand durch 
zytoskelettale Plastizität reagieren. Die Dynamik des Zytoskeletts ist wichtig für den 
Erhalt der Integrität des Podozyten (43). Klar scheint auch, dass das Zytoskelett in en-
ger Verbindung mit dem Versagen podozytärer Funktionen steht (75). 
Kommt es zu einer Schädigung, so wandeln sich die Fußfortsätze des Podozyten um. 
Man spricht von „foot process effacement“ oder auch Retraktion. Es wird dabei ange-
nommen, dass Retraktion der Fußfortsätze ein Migrationsereignis ist, dessen zentrale 
Punkte Umstrukturierungen von Aktin und Mikrotubuli darstellen (24). Im Falle der va-
kuolisierten Zellen bleibt im Einzelnen zu klären, ob und wie sich Effekte auf Stressa-
daptation der Zelle zeigen. Das Wound Healing Assay spricht jedoch für eine reduzier-
te Flexibilität durch die Vakuolisierung in Podozyten. 
Klinisch hätte eine größere Anfälligkeit gegenüber Stressoren Auswirkungen auf mögli-
che strukturelle Veränderungen und es käme bei dauerhafter Stressexposition zu irre-
versiblen Podozytenschädigungen. Podozytenverlust und anschließende Glomeru-
losklerose wäre die Folge (16).  
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Störungen von intrazellulären Abbauvorgängen können derartige Stressoren darstel-
len. So kommt es bei defekter Autophagozytose zu einer Akkumulation von oxidierten 
Proteinen, die nicht entsorgt werden können. Eine Anreicherung kann auf Grund der 
Anfälligkeit gegenüber oxidativem Stress zu Podozytenverlust führen (37).  
Zahlreiche neurodegenerative Erkrankungen sind mit einer gestörten Degradation von 
Proteinen assoziiert wie die Parkinson-, Huntington- oder Alzheimer-Erkrankung (105). 
In Podozyten führen Schädigungen von Autophagozytose zu großen Vakuolen in Po-
dozyten (37). 
Wie bereits erwähnt, zeigen sich auch Vakuolisierungen in Spätstadien von glomerulä-
ren Erkrankungen (105). Möglicherweise zeigt sich also hier die Verbindung zu Vakuo-
len in Podozyten von FSGS-Patienten (14;34;110), da bei ihnen eine Störung des en-
dosomalen und autophagozytotischen Systems zu Podozytenverlust mit konsekutiver 
Sklerosierung führte.  
Auch in weiteren Nierenerkrankungen wie der idiopathischen membranösen Glome-
rulonephritis und der Minimal Change Disease treten Vakuolen auf und sind somit ein 
gängiges Phänomen, dessen genaue Ursache ungeklärt ist (84;93;99). 
Bei Ausfall von Trafficking beispielsweise im Bezug auf Polaritätserhalt wäre der 
Transport von zentralen Proteinen gestört. PATJ kontrolliert die apikale Domäne, an 
dessen Grenze sich die Schlitzmembran anschließt. Nephrin und Neph-1 sind integrale 
Membranproteine, die über Vesikeltransport ihr Ziel erreichen müssen. Bricht die Pola-
rität des Podozten zusammen, so ist auch seine Funktion in der Filtereinheit der Niere 
gestört. 
Weitere Studien in diesen Bereichen könnten demnach auch klinisch therapeutisch 
neue Erkenntnisse und Möglichkeiten eröffnen. 
Sortierungs- und Traffickingprozesse stellen somit ein interessantes Feld dar. 
Wie wird es bei Polaritätaufbau und –erhalt verwendet? Wie laufen Umwandlung, Fusi-
onierung und Abtrennung von Membranen ab? 
Es offenbaren sich große Areale für weiterführende Untersuchungen zu dem genauen 
Hergang dieser Phänomene. Anzunehmender Weise liegt eine wichtige Rolle für 
Vac14 und Komplexproteine vor, da die Umwandlung, Fusionierung und Abtrennung 
von Membranen sehr flexibel und als schnelle Reaktion auf die Umgebung erfolgen 
muss und hierbei ein enges Wechselspiel von Signalen zur Steuerung dieser Vorgänge 
benötigt wird. PATJ stellt eine Verbindung zum System der Polarität dar und verspricht 
viele neue Erkenntnisse bei den Fragen, was Bindung und Rekrutierung für Effekte in 
der Zelle ausüben. 
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6 Ausblick 
Weiterführende Untersuchungen zu Vac14 in Podozyten sollten näheren Aufschluss 
über die komplexe Wirkung des Proteins offen legen. Spannend erscheinen hierbei die 
Verbindung zur Polarität der Zelle sowie nähere Hintergründe zur Vakuolenformierung. 
Diesbezüglich wäre ein genaueres mapping des ursächlichen Abschnittes für die Va-
kuolenbildung von Vac14 anzustreben, indem u.a. weitere Verkürzungsmutanten gene-
riert werden. Ebenso sollte versucht werden, eine genauere Darstellung und Analyse 
der Vakuolen durchzuführen, um beispielsweise die genaue räumliche Anordnung in 
der Zelle darzustellen und, um die Frage nach dem Vorhandensein von ILVs endgültig 
zu klären. 
Möglicherweise lässt sich hierbei auch der pH-Wert innerhalb der Vakuolen präzise 
bestimmen. 
Neben in vitro Modellen sollte ein in vivo Mausmodell von Vac14 nähere Aufschlüsse 
über die Verhältnisse in der Niere ermöglichen, insbesondere um näher auf den klini-
schen Kontext zu fokussieren.  
Ursachen von Vakuolisierungen in Spätstadien von glomerulären Erkrankungen im 
Menschen sind bisher nicht weiter geklärt und sollten diesbezüglich untersucht werden. 
Inwiefern spielt auch das Zytoskelett eine Rolle? 
Spannend bleiben auch die Verbindungen von Vac14 zu Polarität, Transport- und Sor-
tierungsprozessen und die genauere Rolle von PATJ in diesem Wechselspiel. Da so-
wohl PATJ als auch Vac14 aufgrund ihrer Struktur prädestiniert für weitere Verbindun-
gen zu Proteinen sind, erscheint es interessant, Interaktionspartner von PATJ, Vac14 
und dessen Komplexproteinen zu finden und zu untersuchen. Eine geeignete Möglich-
keit stellt hierzu sicherlich das sog. MudPIT-Verfahren dar, das Proteine bereits in ge-
ringen Konzentrationen gut identifizieren kann. 
Bereits bekannte Komplexproteine wie FIG4 und PIKfyve (Fab1) bieten ebenfalls Po-
tential für weitere Erkenntnisse in Podozyten. Klinisch wäre hierbei möglicherweise ein 
bereits auf dem Markt befindlicher Hemmstoff der Kinase PIKfyve relevant. 
Es bleibt bisher offen, wie die Zelle die feine Balance aus Aktivierenden, Abbauenden 
und Aufbauenden Komponenten/ Reaktionen im Zusammenhang mit Vac14 einstellt. 
Die kleinsten Veränderungen der Proteinkonstellationen können über wechselseitige 
Interaktionen und Aktivierungswege zu Veränderungen führen. Ist es tatsächlich eine 
veränderte Ratio von PI(3)P / PIP(3,5)P2, die den Prozess bestimmt, oder sind es bio-
physikalische Effekte in Podozyten, ausgelöst über veränderte Proteinexpressionen, 
die zu dem Ergebnis großer Vakuolen führen?  
Ausblick 
80 
 
Es gibt somit zahlreiche unbeantwortete Fragen, die näherer Beantwortung bedürfen 
und ein Aufgabenfeld für großzügige weitere Forschung bieten. 
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